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RESUMO 
 
Este estudo teve como objetivo ampliar a compreensão dos mecanismos de invasão 
celular por tripomastigotas metacíclicos das cepas G e CL de T. cruzi, que diferem 
marcadamente em sua infectividade in vitro e in vivo. Os nossos dados indicam que a 
cepa CL, que utiliza a molécula de superfície gp82 para entrar em células epiteliais in vitro 
e para invadir o epitélio da mucosa gástrica após inoculação oral em camundongos, 
aciona durante a invasão vias de sinalização envolvendo proteína quinase C e fosfatidil 
inositol-3 quinase. Na cepa G, que é pouco infectiva e utiliza gp35/50 para a invasão, são 
ativadas principalmente adenilato ciclase e a proteína quinase dependente de AMP cíclico. 
Durante a invasão mediada por gp82, as formas metacíclicas da cepa CL induzem a 
desorganização do citoesqueleto de actina da célula hospedeira, enquanto a cepa G 
parece estimular o recrutamento de actina. Consistente com esse achado, a invasão 
celular de tripomastigotas metacíclicos da cepa CL é inibida na presença de Escherichia 
coli enteroinvasiva (EIEC), que depende da actina do citoesqueleto para entrar em células, 
ao contrário da cepa G. As moléculas gp35/50 e a gp82 recombinante, purificadas, 
mostraram efeito antagônico sobre a entrada de EIEC em células, a primeira induzindo o 
aumento e a segunda inibindo a invasão bacteriana. Esses dados, em conjunto, sugerem 
que a invasão celular mediada por gp35/50 está associada com eventos de sinalização 
que favorecem o recrutamento de actina, em contraste àquela dependente de gp82, que 
envolve a indução de vias de transdução de sinal que resulta em despolimerização de F-
actina. Um outro fator que pode contribuir para a capacidade infectante de formas 
metacíclicas é a cruzipaína, a cisteíno protease majoritária do T. cruzi. Ao contrário da 
cepa G, cuja atividade de cruzipaína não é detectável, as formas metacíclicas da cepa CL 
expressam cruzipaína, cuja atividade, se inibida, interfere na invasão celular. Com este 
trabalho, mais alguns passos importantes foram dados para a melhor compreensão do 
processo de infecção por tripomastigotas metacíclicos das cepas G e CL  
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ABSTRACT 
 
This study aimed at further understanding the mechanisms of cell invasion by metacyclic 
trypomastigotes from Trypanosoma cruzi strains G and CL, whose infectivities differ 
markedly in vitro and in vivo. Our data indicate that the CL strain parasites, which engage 
the surface molecule gp82 to invade epithelial cells in vitro and to enter the gastric mucosal 
epithelium upon oral inoculation into mice, triggers the activation of protein kinase C and 
phosphatidyl inositol 3-kinase signaling pathways. Conversely, the less infective G strain, 
which invades cells through gp35/50 molecules, induces the activation of adenylate 
cyclase and cAMP-dependent protein kinase. During gp82-mediated cell invasion by CL 
strain metacyclic forms, host cell actin cytoskeleton is disorganized whereas the gp35/50-
dependent internalization of G strain involves target cell actin recruitment to the site of 
entry. Compatible with this finding, cell invasion by CL strain but not G strain metacyclic 
forms is inhibited in the presence of enteroinvasive Escherichia coli (EIEC), which requires 
the actin cytoskeleton for invasion. Treatment of cells with gp35/50 increased EIEC entry 
whereas the recombinant gp82 inhibited bacterial invasion. These data suggest that 
gp35/50-mediated cell invasion is associated with signaling events that favor actin 
recruitment, as opposed to gp82-dependent internalization, which triggers signal 
transduction pathways that lead to F-actin depolymerization. Another factor contributing to 
the infective ability of CL strain metacyclic forms is cruzipain, the T. cruzi´s major cysteine 
proteinase, which is undetectable in G strain. Our work provides further important 
information towards understanding the mechanisms underlying infection by T. cruzi  
metacyclic trypomastigotes.   
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Doença de Chagas - Histórico 
 
"Como vêdes, meus senhores, o estudo desta molestia apresenta de curioso o 
facto de termos partido aqui do conhecimento prévio do germen, de o haver estudado 
minuciosamente em sua biologia, para, mais tarde chegar, baseado de alguma forma, 
nessa mesma biologia, à noção, praticamente a mais importante, de ser elle factor 
etiológico de uma espécie morbida humana. No esclarecimento etiológico das outras 
espécies morbidas nada de similar encontramos; em todas ellas, depois de 
profundamente estudada a moléstia, em sua symptomologia, em suas condições 
epidemiológicas, tem-se chegado à verificação do agente morbido. Foi o que se deu 
nos estudos da trypanosomiase africana, a molestia do somno, no impaludismo, na 
febre recurrente, etc., molestias todas de protozoários hematicos" (Chagas, 1910)  
 
Também conhecida pela denominação de tripanosomíase americana, a doença 
de Chagas teve anteriormente outras designações, como moléstia de Cruz e Chagas, 
tireoidite parasitária e doença de barbeiro, hoje completamente abandonadas. Ela foi 
descoberta em 1909, pelo médico-pesquisador mineiro Carlos Justiniano Ribeiro das 
Chagas durante sua estadia no município de Lassance, norte de Minas Gerais, quando 
participava de uma campanha antimalárica. Foi Carlos Chagas quem descreveu a 
doença, em seus aspectos clínicos, patogenia e epidemiologia. 
 
"Numa viagem a Pirapora, quando pernoitávamos, o Dr. Belisário Penna e eu, 
no acampamento de engenheiros, encarregados dos estudos da linha férrea, 
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conhecemos o” barbeiro “, que nos foi mostrado pelo Dr. Cantarino Mota, chefe da 
comissão de engenheiros"(Chagas, 1922). 
 
Com a apresentação do “barbeiro” pelo Dr. Catarino Mota, Carlos Chagas pôde 
estudar o inseto hematófago, presente em abundância nas choupanas da região. 
Descobriu no intestino posterior de alguns desses insetos hematófagos um flagelado 
que pensou ser estágios evolutivos do Trypanosoma minasense, que infectavam os 
sagüis (Callithrix). Após mandar os barbeiros para Oswaldo Cruz, em Manguinhos, Rio 
de Janeiro, para que esses infectassem sagüis limpos, observou que 15 dias após a 
infecção esses sagüis apresentavam outra espécie de tripanossoma no sangue. Em 
homenagem ao Mestre, denominou-o Trypanosoma cruzi. 
  Na tentativa de descobrir o hospedeiro vertebrado, Chagas fez exames em 
moradores da região, não encontrando o parasito. Encontra-o, pela primeira vez em um 
gato. Um mês depois, ao voltar à casa onde encontrou o gato, examinou uma criança 
de dois anos, Berenice, em estado febril, e em seu sangue identificou o parasito, 
permitindo-lhe assim a descoberta de uma nova parasitose humana. Chagas 
descreveu a infecção no homem, a morfologia do parasito no sangue periférico, o seu 
ciclo no tubo digestivo do vetor, a cultura em ágar-sangue e a transmissão ao 
vertebrado por flagelados do tubo digestivo de triatomíneos infectados. Descreveu, 
ainda, as formas cardíacas e esofágicas da doença no homem, assim como a 
existência de um ciclo silvestre, além do doméstico, com achados de T. cruzi em tatus. 
(Brener, 1989; Chagas, 1935; Chagas Filho, 1968) 
 
"En 1921 era propuesto para el Premio Nobel de Medicina, y cuando todo 
presumía que le sería otorgado, inconfesables influencias se interpusieron. El Instituto 
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sueco se había dirigido a organismos científicos del Brasil recabando datos sobre su 
personalidad, sobre su obra, pero algunos sus propios compatriotas (increíblemente, 
entre ellos algunos no médicos, por lo tanto primariamente inhabilitados para juzgar el 
descubrimiento de la tripanosomiasis), lo desaconsejaron, siendo este año declarado 
desierto este codiciado lauro mundial" (Sierra-Iglesias, 1990).                                                           
 
Em junho de 2006, o Brasil recebeu uma certificação relativa à eliminação da 
transmissão do T. cruzi pelo principal vetor (Triatoma infestans) e pela via transfusional, 
concedida pela OPS/OMS (Dias, 2006), porém, a doença de Chagas ainda é um grave 
problema de saúde pública na América do Sul e Central. É uma doença endêmica em 
21 países (figura 1) e apresenta cerca de 9,8 milhões de pessoas infectadas com o T. 
cruzi e estima-se que 40 milhões vivam sob risco de contaminação (Schofield et al., 
2006; WHO, 2007). 
 
            
 
 
 
 
 
 
                                                                                               
Doença de Chagas
Países endêmicos
http://www.who.int/ctd/chagas/geo.htm
 
 
 Figura 1: Distribuição geográfica da doença de Chagas.  
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1.2. T. cruzi e o seu desenvolvimento no hospedeiro vertebrado e invertebrado 
 
T. cruzi, o agente etiológico da doença de Chagas é um protozoário da classe 
Mastigophora, ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae (Hoare, 1972). O 
parasito tem um ciclo de vida complexo, que inclui os estágios epimastigota e 
tripomastigota metacíclico no inseto vetor e amastigota e tripomastigota sangüíneo no 
hospedeiro vertebrado (figura 2), sendo epimastigota e amastigota formas replicativas e 
tripomastigotas as formas infectivas (Hoare e Wallace, 1966), identificadas 
morfologicamente pela forma e posição do cinetoplasto e do núcleo. 
 
 
 
 
 
Tripomastigota
Metacíclico
Epimastigota
Hospedeiro invertebrado
Amastigota Tripomastigota
Sangüíneo
Hospedeiro vertebrado
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Morfologia do T. cruzi. Epimastigotas e tripomastigotas metacíclicos são as 
formas encontradas no inseto vetor. Amastigotas e tripomastigotas sanguíneos são 
encontrados no hospedeiro vertebrado. 
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No inseto vetor, as formas tripomastigotas sangüíneas, provenientes do repasto 
em hospedeiro vertebrado infectado com T. cruzi, diferenciam-se em epimastigotas e 
multiplicam-se no tubo digestivo. Após 3-4 semanas, transformam-se em 
tripomastigotas metacíclicos na região posterior, acumulando-se na ampola retal. As 
formas tripomastigotas metacíclicas, por sua vez, saem nas fezes do vetor, que são 
depositadas na pele do hospedeiro vertebrado após novo repasto, sendo então levadas 
à escarificações da pele ou à mucosa ocular. Essas formas são capazes de invadir 
células epiteliais e macrófagos, entre outras, onde se diferenciam nas formas 
amastigotas, que se replicam por fissão binária e diferenciam-se em tripomastigotas. 
Uma vez liberados da célula hospedeira, os tripomastigotas chegam à corrente 
sangüínea e invadem células em diversos órgãos, entre eles o coração. São essas 
formas circulantes no sangue que infectam o inseto vetor (Hoare e Wallace, 1966; 
Brenner, 1973; Garcia e Azambuja, 1991; Tanowitz et al., 1992). 
Nos gambás, que são importantes reservatórios silvestres, ocorre um ciclo de 
vida extracelular semelhante ao que acontece no inseto vetor, tendo sido encontradas 
formas tripomastigotas metacíclicas na luz da glândula anal (Deane et al., 1984). 
 
1.3. Transmissão 
 
A transmissão do T. cruzi pode ocorrer pelo inseto vetor, como descrito acima, 
através da eliminação das formas tripomastigotas metacíclicas nas fezes, depositadas 
na pele do hospedeiro. Os vetores, triatomíneos hematófagos, ou seja, que se 
alimentam de sangue, são popularmente conhecidos como “barbeiro”, “chupança”, 
“bicudo”, “procotó”, “vinchuca”, entre outros. Fazem parte da família Reduviidae, 
subfamília Triatominae. Há cerca de quatorze gêneros, porém, apenas nove deles 
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transmitem a doença, entre eles Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. Outra forma de 
transmissão é a transfusional que, no Brasil, assim como a transfusão vetorial por 
Triatoma infestans, foi oficialmente erradicada (Dias, 2006). Acidentes laboratoriais e 
transmissão transplacentária são outras maneiras de transmissão. 
Outra forma de transmissão do T. cruzi, por via oral, vem chamando atenção 
principalmente a partir do surto de doença de Chagas pela ingestão de caldo de cana, 
ocorrido no estado de Santa Catarina em fevereiro de 2005 
(http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/nota_chagas2609.pdf). Nesse caso, 
acredita-se que os insetos tenham sido moídos eventualmente junto com a cana 
durante o preparo do caldo. Além disso, pode ter havido contaminação por secreção 
anal de marsupiais infectados. Na mesma época, em 2005, foi noticiado que várias 
pessoas se infectaram com T. cruzi por via oral no estado do Amapá 
(http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/nota_chagas2609.pdf). Em junho de 2006 
houve um surto de doença de Chagas agudo, em Santarém do Pará, com confirmação 
de 17 casos e uma morte. A provável forma de infecção foi a via oral, por ingestão de 
suco de bacaba, fruta típica da região. Investigação entomológica na área atingida 
encontrou duas colônias de triatomíneos em palmeiras conhecidas popularmente como 
babaçu, sendo as espécies diagnosticadas como Rhodnius robustus e Panstrongylus 
lignarius (http://portal.saude.gov.br/portal/svs/visualizar_texto.cfm?idtxt=24541).   
Entre os episódios mais recentes de que se tem notícia pode ser citado o que 
ocorreu em abril de 2007 em Coari, Amazonas. Provavelmente, a infecção deve ter se 
dado por ingestão de suco de açaí, sendo que 25 casos de doença de Chagas agudo 
foram confirmados até a data da divulgação da notícia 
(http://www.infectologia.org.br/default.asp?site_Acao=MostraPagina&paginaId=134&m
Noti_Acao=mostraNoticia&noticiaId=837). Açaí tem sido o veículo de transmissão mais 
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comum nos 84 casos ocorridos de janeiro a setembro de 2007, com 4 mortes relatadas 
em 13 municípios do norte do Brasil. Em 2006, ano em que a forma oral foi identificada 
como de potencial risco para a Saúde Pública, 94 casos, com 6 óbitos foram 
registrados no norte e nordeste, também tendo o açaí como principal fonte de 
contaminação (http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/nota_chagas2609.pdf). 
Além desses episódios de infecção oral por T. cruzi, outros podem ser citados. Em 
1986, no estado da Paraíba, depois de terem tomado caldo de cana, muitas pessoas 
caíram doentes, 20 delas foram diagnosticadas como T. cruzi-positivas e uma morreu 
(Shikanai-Yasuda et al.,1991).  
Apesar de pouco citada até há pouco, a transmissão oral pode ser mais 
freqüente do que se presume. De acordo com Coura et al. (2002), mais da metade dos 
casos agudos de doença de Chagas ocorridos na Amazônia brasileira entre 1968 e 
2000 poderia ser atribuída a microepidemias de infecção adquirida oralmente.  
Em experimentos com camundongos infectados por via oral, Hoft et al. (1996) 
observaram que os tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi são capazes de invadir o 
epitélio da mucosa gástrica e aí multiplicar-se como amastigota, sendo essa a porta de 
entrada para infecção sistêmica.  Uma observação interessante é que 100% dos 
camundongos Balb/c que receberam formas tripomastigotas metacíclicas por via oral 
apresentaram infecção, enquanto apenas camundongos com lesões na boca tiveram 
infecção quando inoculados com tripomastigotas sangüíneas (Hoft, 1996). Em outro 
estudo, feito por Camandaroba et al. (2002), onde foram utilizadas formas 
tripomastigotas sanguíneas de dois isolados altamente patogênicos e com um número 
5 vezes maior que o utilizado por Hoft (1996), observou-se que camundongos 
infectados por via oral apresentaram diferenças marcantes nos níveis de parasitos no 
sangue e nos tecidos com relação aos dois isolados. Essas informações sugerem que 
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as formas tripomastigotas metacíclicas e sangüíneas, apesar de morfologicamente 
semelhantes, são distintas, com capacidade diferenciada de invadir o epitélio da 
mucosa gástrica (Hoft, 1996).   
 
1.4. A doença 
 
 A doença de Chagas é caracterizada por uma fase aguda, onde ocorrem os 
sintomas comuns a uma infecção, uma fase indeterminada ou de latência, onde não há 
sintomas e pode seguir assim por toda a vida do indivíduo ou seguir para uma fase 
crônica, onde há comprometimento de órgãos como coração, cólon, esôfago e sistema 
nervoso periférico. Cerca de 30% dos indivíduos infectados desenvolvem a doença 
crônica grave, que pode levar à morte (Prata, 2001). 
Os sintomas da fase aguda são oriundos da ruptura das células infectadas, o 
que desencadeia uma resposta inflamatória focalizada, podendo o paciente apresentar 
febre, inflamação no local da infecção, edema, aumento de linfonodos, fígado e baço e 
miocardite. Esses sinais nem sempre ocorrem, sendo observados mais comumente em 
crianças, nas primeiras três semanas, podendo levar à morte. Nessa fase, os parasitos 
são detectados na corrente sanguínea.  
Quando a porta de entrada dos tripanossomas é a conjuntiva ocular, pode 
ocorrer um edema bipalpebral, unilateral, denominado, em homenagem aos 
pesquisadores que o identificaram inicialmente, "sinal de Romaña-Mazza". Giddings et 
al. (2006) descreveram a glândula lacrimal e o ducto nasolacrimal, na cavidade nasal, 
como sendo a porta de entrada dos parasitos em caso de contato dos parasitos com a 
conjuntiva ocular. A invasão e replicação, num primeiro momento, ocorreriam no 
epitélio nasal e do ducto nasolacrimal. Vale ressaltar que a anatomia do camundongo é 
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diferente da humana, pois camundongos possuem a glândula lacrimal retro-orbital, não 
apresentando edema palpebral, o que ocorre em humanos, que possuem a glândula 
lacrimal supra-orbital. Quando o parasito penetra por outros locais da superfície 
corporal, a lesão produzida recebe o nome de "chagoma de inoculação". Com 
freqüência, a fase aguda passa despercebida, pois seus sintomas podem confundir-se 
com os de diversas outras infecções. A gravidade da infecção depende de alguns 
fatores, entre os quais estão a virulência do parasito, o tamanho do inóculo e a 
suscetibilidade do paciente afetado. Na fase crônica pode haver comprometimento 
cardíaco (miocardite grave), com aumento do volume do coração (cardiomegalia), 
sendo esse o comprometimento mais comum, ou digestivo, com aumento do diâmetro 
de regiões do trato digestivo (megaesôfago ou megacólon). 
Tanto os fatores relacionados ao sistema imunológico do hospedeiro, que 
podem gerar perfis imunológicos distintos durante a infecção pelo T. cruzi, como a 
variabilidade genética das cepas de T. cruzi poderiam influenciar o curso da infecção e 
o desenvolvimento de manifestações clínicas diversas (Andrade et al., 1999; Vago et 
al., 2000; Andrade et al., 2002). 
 
1.5. Filogenia 
 
Podemos observar uma significante variação geográfica na severidade e na 
prevalência dos quadros clínicos da doença, como predomínio da forma digestiva no 
Chile e na região central do Brasil, enquanto são raros os casos digestivos em outras 
regiões endêmicas do Brasil e praticamente inexistentes na América Central (Macedo e 
Pena, 1998). 
T. cruzi apresenta variações genotípicas e fenotípicas, apesar de ser uma única 
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espécie, provavelmente por acúmulo de mutações ocorridas em sua propagação 
clonal, formando diferentes subpopulações de parasitos (Tibayrenc et al., 1990). Essas 
subpopulações diferem no crescimento, infectividade, histotropismo, patogenicidade, 
antigenicidade, suscetibilidade a drogas, entre outras (Machado e Ayala, 2001). 
Análises do padrão eletroforético de seis isoenzimas do parasito forneceram indícios 
para uma classificação inicial de T. cruzi em três grupos ou zimodemas: Z1, Z2 e Z3 
(Miles et al., 1977, 1978, 1980; Miles e Cibulskis, 1986). Zimodemas 1 e 3 foram 
associados com mamíferos silvestres, como gambá (zimodema 1) e tatu (zimodema 3), 
enquanto zimodema 2, com casos humanos e animais domesticados. Entretanto, 
estudos com mais isolados e análise de maior número de enzimas não permitiram 
correlacionar zimodema com patologia, transmissão, distribuição geográfica e 
epidemiologia (Tibayrenc et al., 1986, 1993). Embora alguns estudos subseqüentes 
tenham sido realizados com o intuito de caracterizar e agrupar melhor os isolados de T. 
cruzi, as dificuldades persistem.  
Análises da seqüência da subunidade 24Sα ribossomal (rDNA) permitiram 
classificar os isolados em 2 linhagens, denominadas linhagem 1 e linhagem2, em vista 
do dimorfismo encontrado, coincidindo com a classificação de zimodema, 
respectivamente zimodema 2 e zimodema 1 (Fernandes et al., 1998,1999a; Souto e 
Zingales, 1993). Souto et al. (1996), confirmaram essa divergência quando estudaram 
88 isolados diferentes coletados de humanos, animais silvestres e triatomíneos 
originários de diferentes países da América do Sul. Neste trabalho foram utilizadas 
técnicas como amplificação randômica de DNA polimórfico (RAPD), análise do domínio 
divergente da subunidade 24Sα ribossomal e de uma seqüência mini-exon. As 
diferentes análises, que permitiram a distinção de 2 grupos filogeneticamente distintos, 
até então chamados de zimodemas 1, 2 e 3 ou linhagem 1 e 2, de acordo com os 
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parâmetros avaliados levaram a um consenso na nomenclatura, após reunião em 1999, 
passando-se a denominar T. cruzi I aqueles isolados cujas análises os classificavam 
como linhagem 2 (Souto et al., 1996) e zimodema 1 (Miles et al., 1977, 1978; Barrett et 
al., 1980) e T. cruzi II aqueles que pertenciam à classificação de linhagem 1(Souto et 
al., 1996) e zimodema 2 (Miles et al., 1977, 1978; Barrett et al., 1980). Os isolados 
pertencentes ao zimodema 3 permanecem assim chamados. 
Na tentativa de correlacionar epidemiologia com os isolados, estudos 
demonstraram uma relação entre T. cruzi I e um ciclo silvestre e T. cruzi II com isolados 
de humanos. T. cruzi II também estaria relacionado à maior morbidade (Fernandes et 
al., 1999b). Briones et al. (1999) sugerem, ainda, que esses isolados pertencentes a 
linhagens 1 e 2, correspondentes à T.cuzi II e I, respectiamente, possam ser espécies 
ou subespécies distintas, por terem diferenças marcantes em suas características 
ecológicas e epidemiológicas, além do longo período em que evoluíram independentes, 
o que deve ter ocorrido entre 88 e 37 milhões de anos (Briones et al., 1999). As cepas 
G e CL, analisadas neste trabalho, pertencem respectivamente ao grupo T. cruzi I e II 
(figura 3). 
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Figura 3: Filogenia de cepas de T. cruzi, com destaque para as cepas CL e G. 
Dendograma baseado na tipagem ribossomal da região variável D7 da subunidade 
maior de rDNA. CL (T. cruzi II) e G (T. cruzi I) apresentam notável distância 
filogenética. 
 
1.6. Invasão celular  
 
A invasão celular pelo T. cruzi é uma etapa crucial no estabelecimento da 
infecção no hospedeiro vertebrado. Tripomastigotas metacíclicos provenientes do vetor 
triatomíneo e os tripomastigotas sanguíneos, responsáveis pela propagação da 
infecção no hospedeiro vertebrado, são as principais formas do T. cruzi capazes de 
invadir  células fagocíticas e não fagocíticas. Além disso, amastigotas também podem 
invadir células (Ley et al., 1988;Mortara, 1991). Estudos realizados com formas do 
parasito gerada em cultura têm contribuído para o esclarecimento dos diversos 
aspectos do processo de invasão celular.  Diversos são os tipos celulares que podem 
ser infectados por T. cruzi. Além dos tipos celulares alvos predominantes em 
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mamíferos, como células musculares e nervosas, in vitro o parasito invade células 
como fibroblastos, células epiteliais e endoteliais (Piras et al., 1983; Schenkman et al., 
1988a; Morris et al., 1988). 
Segundo estudos com tripomastigotas metacíclicos de cultura axênica e com 
tripomastigotas de cultura de tecido (TCT), a invasão celular pelo T. cruzi é um 
processo de várias etapas, como a adesão dos parasitos à célula hospedeira através 
de moléculas de superfície de ambas as células, ativação de cascatas de sinalização 
que leva ao aumento da concentração intracelular de cálcio (Ca+2) tanto no parasito 
como na célula hospedeira, e conseqüente entrada do parasito (Docampo et al., 1996; 
Burleigh e Andrews, 1998; Yoshida, 2006). Na invasão celular por T. cruzi participam 
ainda moléculas do parasito que são secretadas.  
 
1.7. Moléculas de formas metacíclicas do T. cruzi envolvidas na invasão celular  
 
Diversas glicoproteínas de superfície de formas metacíclicas do T. cruzi estão 
envolvidas na interação com a célula hospedeira. Entre essas moléculas estão gp82, 
gp90 e gp35/50 (Yoshida et al., 1989; Ramirez et al., 1993; Ruiz et al. 1993), que se 
ligam à célula hospedeira de maneira receptor-dependente, sendo que a gp82 e a 
gp35/50 desencadeiam a cascata de sinalização, que leva à mobilização de Ca2+ 
intracelular, tanto no parasito quanto na célula alvo (Ruiz et al., 1998), enquanto a gp90 
aparentemente não tem atividade sinalizadora de Ca2+ (Ruiz et al., 1998).        
Gp82 é uma glicoproteína identificada pelo anticorpo monoclonal 3F6 como 
sendo específica de tripomastigotas metacíclicos (Teixeira e Yoshida, 1986). Ela 
contém oligossacarídeos N-ligados (Ramirez et al., 1993) e é ancorada à membrana 
plasmática via glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Almeida e Heise, 1993). Através da 
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dedução da seqüência peptídica a partir da clonagem dos genes da gp82 das cepas G 
e CL, constatou-se que a gp82 dessas duas cepas têm identidade de 97,9% na 
seqüência de aminoácidos (Araya et al., 1994; Ruiz, 1998). No que se refere ao 
domínio central da gp82, que contém o sítio de ligação à célula hospedeira, a 
identidade entre as cepas G e CL é de 100% (Ruiz, 1998). O sítio de ligação à célula é 
conformacional e tem sobreposição parcial com o epitopo para o anticorpo monoclonal 
3F6 (Manque et al., 2000).    
Embora a gp82 esteja expressa em tripomastigotas metacíclicos das cepas CL e 
G, as indicações são de que ela desempenha um papel essencial na invasão celular da 
cepa CL, enquanto a infectividade da cepa G depende predominantemente das 
moléculas do tipo mucina gp35/90 (Yoshida, 2006). Estudando tripomastigotas 
metacíclicos do clone CL-14, Atayde et al. (2004), verificaram que esses expressam 
baixos níveis de gp82 na superfície, quando comparados à cepa CL e, 
correspondentemente, têm capacidade menor de invadir células. Quanto à expressão 
de gp90 ou das moléculas do tipo mucina gp35/50, as formas metacíclicas do clone 
CL-14 e da cepa CL foram indistinguíveis. 
A ligação da gp82 à célula hospedeira desencadeia a ativação de vias de 
transdução de sinal, com aumento na concentração de Ca2+ intracelular, tanto no 
parasito quanto na célula hospedeira (Ruiz et al., 1998, Yoshida,et al., 2000). Em 
ambas as células, alguns componentes dessas vias foram identificados. Nos 
tripomastigotas metacíclicos da cepa CL, participam da sinalização desencadeada por 
gp82 atividade de tirosina quinase, que resulta na fosforilação de uma  proteína de 175 
kDa (Favoreto et al., 1998) e fosfolipase C (PLC), que gera fosfatidil inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3)(Yoshida et al., 2000). Neste caso, o Ca2+ requerido para invasão seria 
liberado de compartimentos intracelulares sensíveis a IP3, possivelmente retículo 
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endoplasmático. Quanto aos componentes da célula hospedeira ativados pela ligação 
da gp82 pouco se conhece.   
Um achado importante sobre a gp82 é que em camundongos, segundo 
evidências, ela está envolvida no estabelecimento da infecção por T. cruzi por via oral 
(Neira et al., 2003, Cortez et al., 2006a). Além da capacidade de adesão à célula 
hospedeira, a gp82 possui outra propriedade que é relevante  na infecção oral, a de 
ligar-se à mucina gástrica. A adesão à mucina gástrica pode ser o primeiro passo para 
as formas metacíclicas alcançarem as células alvo do estômago protegidas por muco. 
Shigella dysenteriae, por exemplo, cujo potencial patogênico correlaciona-se com sua 
capacidade de invadir células do epitélio colônico, adere preferencialmente à mucina 
colônica (Sudha et al. 2001).  Esse papel da gp82 na infecção oral tem sido reforçado 
pelos estudos com tripomastigotas metacíclicos das cepas de T. cruzi deficientes na 
expressão de gp82, mas que apresentam perfil de moléculas de superfície similar à da 
cepa CL. Quando administradas oralmente em camundongos,  as cepas gp82-
deficientes produzem parasitemias muito menores que a cepa CL (Cortez et al., 2003). 
Entretanto, a capacidade das cepas gp82-deficientes em invadir a célula hospedeira in 
vitro é similar à da cepa CL. Foi observado que os tripomastigotas metacíclicos das 
cepas deficientes em gp82 expressam uma glicoproteína de superfície de 30 kDa 
(gp30), que é reconhecida pelo anticorpo monoclonal 3F6, e compartilha com gp82 a 
propriedade de induzir sinal de Ca2+ na célula hospedeira. Contudo, a capacidade de 
adesão à mucina gástrica da gp30 é muito menor que a da gp82 (Cortez et al., 2003). 
Isso explicaria a discrepância entre infectividade in vivo e in vitro das cepas gp82-
deficientes. Corroborando a importância da gp82, na presença de alta concentração de 
mucina gástrica, para mimetizar a condição in vivo, a invasão celular das cepas gp82-
deficientes foi reduzida em comparação ao controle, ao contrário da cepa CL cuja 
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infectividade permaneceu inalterada (Cortez et al., 2003). Conjuntamente, esses 
achados indicam que a invasão da célula hospedeira por tripomastigotas metacíclicos 
pode ser mediada tanto por gp82 como por gp30, mas a eficiente infecção da mucosa 
gástrica depende da  expressão de gp82. 
Diferentemente da cepa CL, os tripomastigotas metacíclicos da cepa G, que são 
pouco infectantes in vivo e in vitro (Yoshida, 2006), utilizam glicoproteínas do tipo 
mucina, gp35/50, para invasão celular (Yoshida et al., 1989). As mucinas gp35/50 são 
expressas em formas metacíclicas e em epimastigotas de todas as cepas de T. cruzi 
examinadas (Yoshida, 2006), sendo codificadas por uma grande família multigênica (Di 
Noia et al., 1998). Elas são detectadas em gel de SDS-PAGE como bandas duplas ou 
triplas, apresentando polimorfismo entre as cepas (Mortara et al., 1992).  
 Embora todas as cepas de T. cruzi expressem gp35/50, as mucinas do grupo T. 
cruzi I diferem daquelas do grupo II pela presença de resíduos de galactofuranose, que 
fazem parte do epitopo para o anticorpo monoclonal 10D8 (Yoshida, 2006). Do mesmo 
modo que a gp82, as mucinas das formas metacíclicas da cepa G têm atividade 
sinalizadora dual e, ao ligar-se à célula hospedeira, induzem aumento na concentração 
de Ca2+ intracelular em ambas as células; no entanto a intensidade do sinal é menor 
que a da gp82, o que poderia explicar a menor infectividade em comparação à cepa CL 
(Ruiz et al., 1998). 
Os dados sobre os componentes da cascata de sinalização durante a invasão 
celular de formas metacíclicas da cepa G são escassos. Existem indicações de que 
adenosina monofosfato (AMP) cíclico, gerado pela ativação de adenilato ciclase, tanto 
no parasito quanto na célula hospedeira, está envolvido (Neira et al., 2002). No 
parasito, o Ca2+ necessário para a invasão parece ser mobilizado de 
acidocalciossomos, vacúolos ácidos contendo sistema de troca Ca2+/H+ (Docampo et 
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al., 1995), visto que o tratamento de formas metacíclicas da cepa G com uma 
combinação de ionomicina mais NH4Cl ou nigericina, que libera Ca2+ desses 
compartimentos, diminuiu a sua infectividade (Neira et al., 2002).  
Entre os fatores responsáveis pela baixa infectividade de tripomastigotas 
metacíclicos da cepa G está a glicoproteína de superfície gp90, específica dessas 
formas. A gp90 expressa em altos níveis na cepa G e em baixos níveis na cepa CL, 
atua como regulador negativo da invasão celular (Málaga e Yoshida, 2001).  
Em trabalho recente com duas cepas de T. cruzi derivadas de pacientes 
chagásicos na fase aguda, foi mostrado que a gp90 modula negativamente a invasão 
do epitélio da mucosa gástrica em camundongos infectados por via oral (Cortez et al., 
2006a). Formas metacíclicas da cepa expressando altos níveis de gp90 entraram 
pouco na célula hospedeira in vitro, como esperado. Entretanto, esse mesmo parasito 
foi capaz de invadir as células da mucosa gástrica, que resultou subsequentemente em 
altas parasitemias. Verificou-se que esse parasito expressava uma gp90 suscetível à 
degradação péptica em pH ácido, de modo que nas formas metacíclicas, recuperadas 
do estômago dos animais 1 hora após inoculação oral, a gp90 estava em grande parte 
degradada. Compatível com essa observação, os parasitos recuperados do estômago 
apresentaram capacidade de invasão celular in vitro também aumentada (Cortez et al., 
2006a).   
No que se refere às moléculas secretadas por tripomastigotas metacíclicos, 
Baida et al. (2006) observaram que a proteína rica em serina, alanaina e prolina (SAP), 
tem participação na invasão celular da cepa CL, mas não na cepa G que expressa 
essa moléculas em níveis menores. Quanto à cruzipaína, a cisteíno protease 
majoritária do T. cruzi, o seu papel na entrada de formas metacíclicas na célula 
hospedeira não tem sido definido.  
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1.8. Moléculas de tripomastigotas de cultura de tecido (TCT) implicadas na 
invasão celular 
 
Entre as moléculas de TCT implicadas na invasão celular pode ser citada a 
glicoproteína de superfície Tc-85 (Alves et al., 1986). Assim como a gp82 de formas 
metacíclicas, a Tc-85 pertence à família multigênica gp85/trans-sialidase, que possui os 
motivos Asp Box, VTV e a região hidrofóbica carboxi-terminal para adição de âncora de 
GPI (Colli, 1993; Cross e Takle, 1993; Araya et al., 1994). A proteína da família Tc-85 
melhor caracterizada é aquela que contém sítios de ligação à laminina (Giordano et al., 
1994; 1999) e que se liga à citoqueratina 18 da célula hospedeira (Magdesian et al. 
2001). Outro membro da família gp85 de TCT, que têm afinidade por fibronectina, foi 
mostrado participar da invasão celular através da ligação a esse componente da matriz 
extracelular (Ouaissi et al., 1986a; Giordano et al., 1994). 
Uma molécula de TCT, denominada penetrina, também com afinidade por 
componentes de matriz extracelular como heparina, heparam sulfato e colágeno, foi 
mostrada tendo papel na adesão e invasão celular (Ortega-Barria e Pereira, 1991). 
Segundo esses autores, que afirmam que a expressão heterológa dessa molécula em 
Escherichia coli não invasiva confere a essa bactéria a capacidade de invadir células, a 
penetrina seria responsável pela capacidade do parasito de atravessar o endotélio 
vascular e migrar através da matriz extracelular.  
Trans-sialidase (TS), também implicada na invasão celular de TCT, é uma 
enzima que transfere ácido siálico de glicoproteínas e glicolipídeos a moléculas de 
superfície do parasito, estando presente na superfície do parasito além de ser 
secretada (Schenkman et al., 1991). Essa atividade de transferência de ácido siálico foi 
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primeiro descrita em epimastigotas (Previato et al., 1985) e foi observada em 
tripomastigotas sem ter sido associada com a infecção (Zingales et al., 1985). Como T. 
cruzi não sintetiza ácido siálico, ele utiliza TS para transferir ácido siálico do hospedeiro 
para moléculas de sua superfície, com isso, criando sítios de adesão à célula 
hospedeira (Schenkman et al., 1991). Esse dado é contrário ao achado em formas 
tripomastigotas metacíclicas (cepa G), que têm a invasão celular aumentada com a 
remoção de ácido siálico de sua superfície (Yoshida et al., 1997).  
Há também alguns dados contraditórios em relação ao papel da TS na invasão 
celular de TCT. Prioli et al. (1990) mostraram um aumento na invasão celular por TCT 
quando a atividade de TS foi inibida por anticorpo mono ou policlonal, sugerindo que a 
enzima modula negativamente a infecção (Prioli et al., 1990; Cavallesco e Pereira, 
1988). Posteriormente, entretanto, o mesmo grupo publicou dados que contradizem 
esse achado. Pereira et al. (1996) prepararam populações puras de TCT que eram TS+ 
e TS─, e verificaram que tripomastigotas TS+ são muito invasivos enquanto os 
parasitos TS─ parasitos são extremamente ineficientes em invadir células epiteliais e 
fibroblastos. 
Ao se ligar à célula hospedeira, TS transfere ácido siálico dessa para a 
membrana do parasito, mais especificamente para as moléculas de mucina e esse 
evento poderia desfazer a ligação de sialoadesinas, permitindo aos parasitos novas 
ligações que dariam prosseguimento à internalização (Schenkman et al., 1991, 
Schenkman e Eichinger, 1993). As mucinas de TCT distinguem-se das mucinas 
gp35/50 das formas metacíclicas; elas migram em gel de SDS-PAGE como bandas 
difusas de 70-200 kDa (Schenkman et al., 1991a, Schenkman et al. , 1991b).  
Segundo Ming et al. (1993), TS poderia funcionar como um contra-receptor para 
ligação de grupamentos α2,3)-sialilados da célula alvo. Nesse contexto, é interessante 
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que o ácido siálico da célula hospedeira parece ser necessário para a entrada de TCT.  
Utilizando células CHO deficientes em ácido siálico (Lec2), diferentes grupos de 
pesquisa verificaram que TCT entra muito menos em células Lec2 do que em células 
CHO parentais, mas a sialilação de células Lec2 restaura a adesão do parasito e a 
invasão pára (Ciavaglia et al., 1993, Ming et al., 1993, Schenkman et al., 1993b). 
Outra molécula secretada por T. cruzi e com atividade enzimática que está 
envolvida na invasão celular é a cruzipaína, uma cisteíno protease com massa 
molecular de 51/57 kDa que age em pH 5-7,5 (Meireles et al., 1992; Yokoyama-
Yasunaka et al., 1994). Denominada cruzipaína por ser a principal cisteíno protease da 
família das papaínas identificada em T. cruzi (Cazzulo et al., 1990), teve outras 
denominações, como cruzaína (Eakin et al., 1992) e antígeno gp57/51 (Murta et al., 
1990). A cruzipaína é expressa nas 4 formas do T. cruzi, (Campetella et al., 1990; 
Franke de Cazzulo et al., 1994; Tomas et al., 1996), é estocada nos lisossomos, mas 
também é encontrada nos reservossomos (Soares et al., 1992) e foram também 
localizadas isoformas na membrana plasmática, com exceção dos TCT, que 
apresentam marcação na bolsa flagelar (Souto-Padrón et al., 1990). São ancoradas via 
GPI (Fresno et al., 1994) e sua participação na invasão celular e no desenvolvimento 
intracelular foi inferida pelo uso de inibidores irreversíveis derivados de peptidil 
diazometanos, específicos para cisteínos proteases (Meirelles et al., 1992) e por 
tratamento dos tripomastigotas com fragmento Fab de anticorpos presentes no soro, 
que diminuem a infecção de macrófagos (Souto-Padrón et al., 1990). 
Entre as propriedades da cruzipaína está a de clivar cininogênio e gerar 
bradicinina que, ao se ligar ao receptor de bradicinina tipo B2 (B2R), induz sinal de Ca2+ 
na célula hospedeira e propicia a invasão celular de TCT (Scharfstein et al., 2000). 
Utilizando células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) e células CHO 
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superexpressando B2R, os autores descobriram que o tratamento com captopril, uma 
droga que inibe a degradação da bradicinina por cininase II, potencializa a entrada de 
TCT nessas células, e que o tratamento com o antagonista de B2R, HOE 140, ou com 
anticorpo anti-bradicinina bloqueia esse efeito (Scharfstein et al., 2000). A geração de 
bradicinina a partir de cininogênio presente na membrana da célula hospedeira deve 
ocorrer no microambiente formado pela justaposição do parasito com a célula, pois 
apenas inibidores permeáveis à membrana, mas não os solúveis, são capazes de inibir 
a invasão, e esse mecanismo é dependente do tipo celular e da cepa de T. cruzi 
(Scharfstein et al., 2000; Todorov et al., 2002).  
Segundo Burleigh e Andrews (1995) uma oligopeptidase do T. cruzi participa 
indiretamente na internalização de TCT, gerando um fator com atividade sinalizadora 
de Ca2+ a partir de precursores presentes somente em tripomastigotas infectantes, 
sendo que a peptidase per se não possui atividade sinalizadora (Burleigh and Andrews 
1995). Através da clonagem e sequenciamento do cDNA correspondente, constatou-se 
que a peptidase de TCT está relacionada a membros da família prolil-oligopeptidase 
das serino endopeptidases e sua localização é citosólica (Burleigh et al., 1997). 
Verificou-se ainda que os tripomastigotas mutantes, deficientes nessa enzima 
designada oligopeptidase B, são incapazes de induzir na célula hospedeira a 
mobilização de Ca2+ de compartimentos sensíveis à tapsigargina e de estabelecer 
infecção in vitro e in vivo (Caler et al., 1998). Os autores propuseram que o agonista de 
Ca2+, gerado por oligopeptidase B e liberado pelo parasito, liga-se ao receptor da célula 
alvo, ativando PLC e gerando IP3, que se liga então ao receptor da membrana do 
retículo endoplasmático e promove mobilização de Ca2+.  
 
1.9. Participação da actina da célula hospedeira na invasão do T. cruzi  
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A participação de microfilamentos de actina da célula hospedeira na invasão do 
T. cruzi tem sido descrita por alguns autores como necessária, enquanto outros 
afirmam o contrário. Baseando-se nos resultados de trabalhos com células que não são 
fagócitos profissionais e utilizando TCT, o grupo de Andrews sugeriu que os filamentos 
de actina da célula hospedeira não são requeridos para a internalização dos parasitos 
quando a via de entrada envolve migração de lisossomos para o sítio de entrada do 
parasito (Tardieux et al., 1992; Burleigh e Andrews, 1995a; Andrews, 2002). Através do 
tratamento de células não fagocíticas com citocalasina D, droga que se liga à 
extremidade + dos filamentos de actina, impedindo a associação ou dissociação de 
subunidades (Bray, 1979; Cooper, 1987) e interferindo na formação de extensões de 
membrana, Schenkman et al. (1991b) concluíram também que a invasão celular de 
TCT é actina-independente. Contrariamente a essas observações, encontramos na 
literatura vários trabalhos mostrando que citocalasina D inibe a entrada de T. cruzi em 
diversos tipos celulares (Barbosa et al., 1995, Rosestolato et al., 2002).  
Em macrófagos, verificou-se que o uso de drogas que despolimerizam 
microfilamentos de actina contribui para um aumento na invasão do T. cruzi (Meirelles 
et al., 1982; Rosestolato et al., 2002). Por outro lado, a realização do ensaio de invasão 
em baixa temperatura, que não permite reorganização da actina, promove uma 
diminuição na internalização do T. cruzi (Meirelles et al., 1982). 
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2. OBJETIVOS 
 
Nesta tese pretendemos caracterizar, de modo geral, os aspectos da invasão 
celular por formas tripomastigotas metacíclicas das cepas G e CL, que são representantes 
de dois grupos filogeneticamente distantes, T. cruzi I e T. cruzi II, respectivamente. Para 
isso analisaremos: 
 
⎯ Efeito do tratamento das células HeLa com diferentes drogas que interferem nas 
cascatas de sinalização sobre a invasão por formas metacíclicas das duas cepas. 
 
⎯ Efeito do tratamento dos parasitos com diferentes drogas que interferem nas 
cascatas de sinalização sobre a invasão por formas metacíclicas das duas cepas. 
  
⎯ Participação de actina do citoesqueleto da célula hospedeira na invasão celular 
das duas cepas.  
 
⎯ Efeito da gp82 recombinante ou gp35/50 purificada do parasito sobre a 
organização do citoesqueleto das células HeLa e sobre a invasão de Escherichia coli 
enteroinvasiva (EIEC).  
 
⎯ Modulação da invasão celular por formas metacíclicas do T. cruzi e por EIEC na 
infecção mista.   
 
⎯ Participação de cruzipaína, principal cisteína protease do T. cruzi, na invasão 
celular por formas metacíclicas das duas cepas de T. cruzi.  
 
⎯ Perfil de replicação intracelular in vitro e in vivo.  
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
  
3.1. Cepas de T. cruzi 
 
Foram utilizadas as cepas G (Yoshida, 1983), como representante do grupo 
filogenético T. cruzi I e CL (Brener e Chiari, 1963), como representante de T. cruzi II. 
Os parasitos foram mantidos em culturas axênicas em meio LIT (Liver Infusion 
Tryptose), que contém infusão de fígado 5,0 g/l, triptose 5,0 g/l, NaCl 4,0 g/l, KCl 0,4 
g/l, Na2HPO4 8,0 g/l, glicose 2 g/l, hemina 10,0 mg/l e 5% de soro fetal bovino (SFB) 
em pH 7,2 (Camargo, 1964).  Para assegurar que os parasitos mantivessem suas 
características naturais, foram feitas passagens por camundongos e destes para o 
meio de cultura, de modo a mimetizar o ciclo no hospedeiro vertebrado e no inseto 
vetor. Os camundongos recebiam as formas tripomastigotas metacíclicas geradas em 
cultura e, após 3-4 semanas, o sangue dos animais foi colhido e colocado em meio LIT 
para cultivo.  
 
3.2. Obtenção de formas tripomastigota metacíclicas do T. cruzi  
 
Os parasitos foram mantidos em meio LIT, onde se multiplicavam na forma 
epimastigota e se diferenciavam em tripomastigotas metacíclicos nesse meio, ou após 
passagem pelo meio Grace (Gibco). As culturas na fase estacionária, ricas em formas 
metacíclicas, foram lavadas em tampão salina fosfato com glicose (PSG), pH 8,0, que 
consistia de 8.09 g/l de Na2HPO4, 0.47 g/l de  NaH2PO4.H2O, 2,55 g/l de NaCl, 54 g/l 
de glicose, por centrifugação a 4.000 rpm por cinco minutos. Após duas lavagens, os 
parasitos em PSG foram colocados sobre uma coluna de cromatografia de troca iônica 
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de dietilaminoetil celulose (DEAE-celulose, Sigma Chemical Co), montada em seringa 
de 20 ml e equilibrada com PSG, como já descrito (Teixeira e Yoshida, 1986). Os 
tripomastigotas metacíclicos foram obtidos por eluição com PSG, ficando os 
epimastigotas retidos no topo da coluna. Após concentrar o material eluído por 
centrifugação, uma amostra foi retirada, fixada e contada em câmara de Neubauer.  As 
preparações purificadas continham invariavelmente 95-100% de formas metacíclicas.  
 
3.3. Células de mamífero e ensaios de invasão celular 
 
Como células-alvo utilizamos células HeLa, que são células epiteliais derivadas 
de adenocarcinoma cervical humano, que foram mantidas a 37oC em meio DMEM 
(Dulbecco’s Minimum Essential Médium, Invitrogen/BRL), suplementado com 10% de 
SFB (DMEM-10% SFB), estreptomicina (100 µg/ml) e penicilina (100 U/ml), em 
garrafas plásticas de 75 cm2, em atmosfera úmida e 5% de CO2. Para os ensaios de 
invasão, as células HeLa foram tratadas com tripsina por 5 minutos a 37o C, lavadas 
com meio DMEM-10% SFB e centrifugadas a 1.200 rpm por dez minutos. Uma 
amostra foi retirada e as células contadas em câmara de Neubauer com corante azul 
de Tripan (Invitrogen, BRL), corante vital que permite a distinção de células viáveis das 
mortas. Em seguida, 1,5 x 105 células, em 500 µl de DMEM-10% SFB foram 
distribuídas por lamínula circular de 13 mm de diâmetro, depositada em placa de 24 
orifícios. Após incubação durante a noite à temperatura de 37o C, 5% de CO2, em 
atmosfera úmida, as células foram incubadas por 1 hora com tripomastigotas 
metacíclicos, na proporção parasito: célula de 10:1 (cepa CL) e 20:1 (cepa G). As 
lamínulas foram lavadas cinco vezes com solução salina fosfatada tamponada (PBS), 
fixadas com metanol por dez minutos e coradas por 15 minutos com Giemsa (250 µl de 
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corante para cada ml de água bidestilada). Após lavagens com PBS, as lamínulas 
foram secas e então montadas com meio de inclusão (Entelan, Merck) em lâminas de 
vidro e o índice de infecção foi determinado por contagem do número de parasitos 
intracelulares em pelo menos 500 células, em microscópio ótico. Os ensaios foram 
feitos em duplicata. Nos ensaios em que as células HeLa foram incubadas com os 
parasitos e depois de 1 hora foram lavadas e incubadas por 96 horas, utilizava-se meio 
DMEM com 2% de SFB.   
 
3.4. Anticorpos monoclonais 
 
Utilizamos os seguintes anticorpos monoclonais: 3F6, que reconhece uma 
glicoproteína de massa molecular de 82 kDa (gp82), 1G7 e 5E7, que reconhecem a 
gp90 (Teixeira e Yoshida, 1986), 2B10 e 10D8, que são dirigidos contra glicoproteínas 
do tipo mucina gp35/50, que são visualizadas geralmente como bandas duplas 
(Yoshida et al., 1989; Mortara et al., 1992).  
 
3.5. Infecção oral 
 
Fêmeas de camundongos Balb/c, de 4 a 5 semanas, foram infectadas com as 
formas tripomastigotas metacíclicas, introduzidas via intrafaringeana através de uma 
seringa plástica de 1 ml cuja agulha foi revestida por uma cânula de silicone. Cada 
animal recebeu 4 x 105 tripomastigotas metacíclicos em 200 µl de PBS. Após treze dias 
da data da inoculação, foram colhidos 5 µl de sangue da cauda dos camundongos 
para exame ao microscópico ótico com fase. As amostras foram colhidas duas vezes 
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por semana e a parasitemia foi acompanhada por 30 dias após a inoculação dos 
parasitos.  
 
3.6. Preparo de cortes histológicos de estômagos 
 
Para detecção de formas amastigotas no estômago de camundongos infectados 
foram administrados oralmente, como já descrito, 5 x 107 tripomastigotas metacíclicos 
para cada animal. Nesse caso, o inóculo com grande número de parasitos foi para 
garantir a detecção de amastigotas, principalmente da cepa G, que é pouco infectante. 
Quatro dias após a inoculação, os animais foram sacrificados e o estômago foi retirado 
e processado para histologia, como segue. Os órgãos foram coletados, fixados em 
tampão neutro de 10% de formalina por 24 horas. Após serem desidratados 
gradualmente por passagens em soluções com concentrações crescentes de etanol, 
foi feita a diafinização, por imersão em solvente orgânico xilol, seguido de inclusão em 
parafina líquida. Cortes seriados de 5 μm foram preparados e corados com 
hematoxilina e eosina para observação à microscopia ótica.  
Quanto às amostras para imunofluorescência, a parafina foi retirada por 
incubação em xilol por 2 horas, sendo as amostras tratadas com etanol por mais 2 
horas, secas e estocadas até o uso, ou processadas em seguida, como descrito a 
seguir. As amostras foram hidratadas em água bidestilada por 15 minutos, incubadas 
por mais 15 minutos com 50 mM de NH4Cl e em PBS contendo 0,15% de gelatina e 
0,1% de azida de sódio (PGN) por 45 minutos. Em seguida à incubação em PGN 
contendo 0,1% saponina por 45 minutos, as amostras foram incubadas com anticorpo 
monoclonal anti-amastigota, na diluição 1:50 em PGN-saponina, por 16 horas a 4o C. 
Após lavagens em PBS, as amostras foram  incubadas por 1 hora com (4’,6’1-diamino-
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2-fenil indol diidrocloreto (DAPI, Molecular Probes) e anticorpo anti-IgG de 
camundongo conjugado a FITC, ambos na diluição 1:1000 em PGN. Depois de serem 
lavadas em PBS, as lamínulas contendo os cortes histológicos foram secas, montadas 
em lâminas com meio de montagem contendo glicerol e o-parafenileno diamina (OPD) 
e seladas, seguindo-se  a observação em microscópio de fluorescência. 
 
3.7. SDS-PAGE e “Western blot” 
 
Para análise da expressão de moléculas de tripomastigotas metacíclicos por 
imunodetecção foram feitos extratos de 3x107 parasitos em tampão de lise contendo 
1% do detergente Nonidet P-40 (NP-40), na presença de inibidores de proteases 
(PMSF 1 mM, iodoacetamida 1 mM), que foram então centrifugados a 13.000 rpm 
durante 10 minutos. À fração solúvel (sobrenadante) foi adicionado tampão de amostra 
(62 mM de Tris pH 6,8, 10% de glicerol, 2% de SDS (dodecilsulfato de sódio), 5% de 2-
mercaptoetanol e 0,01% de azul de bromofenol). As amostras foram fervidas e 
separadas por eletroforese em gel de 10% de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE). 
Após a eletroforese, as proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose 
(Hybond-ECL Nitrocellulose membrane; Amersham Biosciences) em tampão de 
transferência contendo 35 mM Trizma base, 192 mM glicina e 20% de metanol por, no 
mínimo, 2 horas a 200 mA. As proteínas e os marcadores de peso molecular (low-
molecular-weight range; Protein mixture; Amersham Biosciences) foram visualizados 
por coloração com 0,1% de Ponceau-S em 10% de ácido acético, para verificar a 
eficiência na transferência. A membrana foi bloqueada com 7,5% de leite desnatado 
(Molico) em PBS (PBS-leite) por 1 hora, seguida de incubação com o anticorpo 
primário de interesse diluído em PBS-leite por uma hora, lavagem por 15 minutos em 
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PBS contendo 0,05% de Tween-20, por 3 vezes, incubação com o anticorpo 
secundário anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase por 1 hora, e 3 
lavagens em PBS-Tween-20. Todas as etapas foram feitas à temperatura ambiente, 
sob agitação constante. A membrana foi então revelada por quimioluminescência com 
reagente de detecção (ECL Western blotting; Amersham Biosciences) e filme 
(Hyperfilm-MP; Amersham Biosciences) seguida de incubação da membrana com 
solução contendo 0,2 mg/ml de diaminobenzidina (DAB) e H2O2  (1:1000  de uma 
solução 30%). 
 
3.8. Detecção de atividade de protease 
 
Para verificar atividade de protease em tripomastigotas, 3x107 parasitos foram 
lisados em solução contendo 0.4% de Triton X-100 em PBS e a esse extrato total foi 
adicionado tampão de amostra, sem 2-mercaptoetanol. As amostras foram então 
aplicadas, sem ferver, em gel de 10% de poliacrilamida (SDS-PAGE) co-polimerizado 
com 0,05% de gelatina como substrato. A eletroforese foi feita em condições não 
denaturantes. Após eletroforese o gel foi lavado por duas vezes (30 minutos cada) em 
solução contendo 2.5% Triton X-100 em 0.1 M de tampão acetato de sódio, pH 6.0, 
para remover o SDS, e incubado por pelo menos 12 horas em tampão acetato de sódio 
sem detergente. O gel foi corado com Coomassie blue R250 para visualização das 
bandas brancas (degradadas) em gel azul. 
 
3.9. Visualização de fibras de actina em células HeLa 
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Para observação de fibras de actina, células HeLa foram plaqueadas em 
lamínulas circulares de vidro de 13 mm em placas de 24 orifícios e crescidas por 20 
horas a 37º em meio DMEM com 10% de SFB, em atmosfera úmida e 5% de CO2. As 
lamínulas foram lavadas em PBS e as células fixadas com acetona a –20ºC por 5 
minutos e incubadas com faloidina Alexa Fluor (Molecular Probes) em PBS contendo 
1% albumina sérica bovina (BSA), à temperatura ambiente, por 30 minutos, seguindo-
se a visualização em microscópio de fluorescência. As imagens de fibras de estresse 
foram obtidas com um sistema Zeiss Axiovert 100M, 63x 1.3 objetiva em óleo, usando 
o “software” LSM 510 Expert Mode SP2. 
Para verificar a eventual associação ou não de tripomastigotas metacíclicos de 
T. cruzi durante a invasão de células HeLa, estas foram plaqueadas, como descrito 
acima, e infectadas com os parasitos por 1 hora, sendo as lamínulas lavadas em PBS 
para retirada daqueles que não invadiram. Em seguida à fixação com 3.5% de 
formaldeído em PBS por 1 hora, à temperatura ambiente e lavagem em PBS, as 
células foram tratadas por 15 minutos com 50 mM de NH4Cl, sendo então incubadas 
em PBS contendo 0,15% de gelatina e 0,1% de azida de sódio (PGN) por 45 minutos. 
Após incubação por 45 minutos em PGN contendo 0,1% saponina, para 
permeabilização, as células foram lavadas em PBS e tratadas com solução de PGN-
saponina contendo anticorpos anti-moléculas de superfície de tripomastigotas 
metacíclicos, seguindo-se a incubação com anticorpo anti-IgG de camundongo 
conjugado com FITC para visualização dos parasitos, faloidina-rodamina (Sigma-
Aldrich) para visualização de F-actina e DAPI , para marcação nuclear. As lamínulas 
foram montadas em lâminas com meio contendo glicerol e OPD e seladas, para 
observação em microscópio de fluorescência. As imagens foram adquiridas em um 
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microscópio de fluorescência Nikon E600 acoplado a câmera digital Nikon DXM 1200F, 
usando “software”ACT-1.  
 
3.10. Purificação de gp82 recombinante (r-gp82) 
 
Utilizamos culturas de E.coli (DH5α’) transformadas com a construção do pGEX-
J18, que contêm a seqüência completa da gp82 em fase com o gene da glutationa S-
transferase (Araya et al., 1994). A proteína recombinante foi obtida a partir de lisados 
de bactérias que foram induzidas com 1mM de IPTG por 4 horas a 37°C. Após a 
indução, as bactérias foram centrifugadas por 10 minutos a 2.500 x g e ressuspendidas 
em PBS contendo os inibidores de protease iodoacetamida e fluoreto de fenil metil 
sulfonila (PMSF), ambos na concentração de 1mM. A suspensão bacteriana foi então 
sonicada por 5 minutos (pulsos de 1 minuto com intervalos de 30 segundos) e 
centrifugada a 12,000 x g por 10 minutos a 4°C, processo repetido por 3 vezes. O 
precipitado foi ressuspendido em tampão de SDS-PAGE, fervido e submetido à 
eletroforese. Após tratamento do gel com KCl a 250 mM, gelado, para visualizar as 
bandas em fundo preto, tendo como referência marcadores variando de 94 kDa a 14 
kDa, a banda de alta intensidade, e com o tamanho esperado para a proteína 
recombinante, foi cortada. Para a eluição da proteína, a tira cortada do gel foi colocada 
em água destilada, no gelo sob agitação, por 48 horas. Em seguida, a proteína eluída 
foi dialisada por 24 horas contra bicarbonato de amônio a 10 mM, e por mais 24 horas 
contra água destilada. A preparação final foi seca em “speed vac” e a quantidade da 
proteína purificada foi determinada em placas de microtitulação, usando o reagente 
Coomassie Plus (Pierce), e leitura da densidade ótica a 620 nm.  Para nos 
certificarmos de que a proteína correta foi obtida, a preparação purificada foi analisada 
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corando-se o gel de SDS-PAGE com Coomassie blue e por “immunoblotting”, usando o 
anticorpo monoclonal 3F6, que reconhece especificamente a gp82. 
 
3.11. Purificação das glicoproteínas tipo mucina de T. cruzi 
 
As glicoproteínas do tipo mucina do T. cruzi foram extraídas utilizando uma 
combinação de solventes orgânicos, e cromatografia de interação hidrofóbica, segundo 
o protocolo de extração e purificação de glicoinositolfosfolipídeos (GIPLs) e  
lipofosfoglicanos (LPG) de formas amastigotas de Leishmania donovani (McConville e 
Blackwell, 1991), que foi adaptado por Acosta Serrano (1996). 
Para a extração das mucinas foram utilizadas 2x1010 formas tripomastigotas 
metacíclicas, que foram purificadas por coluna de DEAE, como descrito acima. Os 
parasitos foram liofilizados totalmente e ressuspensos em 20 ml de uma solução de 
clorofórmio/metanol/água (1:2:0,8; v/v/v) sendo extraídos por sonicação de 10 minutos 
em sonicador de banho. Após centrifugação a 4.200 rpm por 5 minutos, o material 
insolúvel foi re-extraído mais duas vezes com a solução de clorofórmio/metanol/água, 
como descrito acima, ficando um “pool” de fase orgânica e um resíduo insolúvel, que foi 
usado depois como fonte de parasitos delipidados. A fração orgânica foi posteriormente 
seca em evaporador rotatório e o resíduo extraído com 10 ml de 1-butanol/água (2:1; 
v/v). A fase superior de butanol saturado com água (F1), correspondente à fração 
lipídica, foi separada e desprezada, enquanto a fase inferior, contendo água saturada 
com butanol (F2), foi lavada 2 vezes com 10 ml de butanol saturado em água e 
concentrada em evaporador rotatório, seguido de liofilização. O resíduo de parasitos 
delipidados foi extraído por sonicação em sonicador de banho, em 10 ml de uma 
solução de 9% de butanol em água, sendo coletado o sobrenadante e re-extraído mais 
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2 vezes com a mesma solução. Esse “pool” foi concentrado em evaporador rotatório, 
seguido de liofilização, obtendo-se a fração polar (F3), que continha a maior parte das 
mucinas de tripomastigotas metacíclicos. As frações F2 e F3 foram ressuspendidas em 
1 ml de 100 mM de acetato de amônio e 5% de 1-propanol (v/v) (tampão A) e 
fracionadas em coluna hidrofóbica de octil-sefarose (Octyl-Sepharose; Sigma) (10 x 0,5 
cm), pré-equilibrada em tampão A, e acoplada a um FPLC 5000 (Pharmacia-LKB). A 
coluna foi lavada com 15 ml de tampão A e eluída a um fluxo de 12 ml/h, com 100 ml 
de um gradiente linear de 5 a 60% de 1-propanol em água destilada. Foram coletadas 
60 frações de 2 ml cada. As frações foram analisadas para verificar a pureza e a 
especificidade através de observações de gel corado por prata, coloração de Shiff 
(específica para açúcares) e por “Western blot” com anticorpo monoclonal 10D8 que 
reage com glicoproteínas gp35/50. Após confirmação das frações contendo gp35/50, 
elas foram juntadas e dosadas, pelo método de Dubois (40 μl de amostra, 40 μl de 
solução de fenol a 4% e 200 μl de ácido sulfúrico), utilizando concentrações 
conhecidas de galactose como controle.  
 
3.12. Coloração de Shiff 
 
Para detecção de mucinas nas frações coletadas resultantes da purificação de 
gp35/50 utilizamos o método de coloração de carboidratos. Os géis foram fixados por 
uma hora em 10% de ácido tricloroacético (TCA) na geladeira, seguindo-se lavagem 
por uma hora em solução de 7% de ácido acético, em temperatura ambiente. A seguir, 
foram incubados por uma hora, à temperatura ambiente, em solução de 3% de ácido 
periódico em 3% de ácido acético preparado no momento do uso. Foi feita uma 
lavagem em 7% de ácido acético durante a noite e seguiu-se a coloração por 
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incubação com reagente de Shiff (0,4% de fucsina básica, 10% HCl 1N, 1% 
metabissulfito de sódio) por mais uma hora, em temperatura ambiente, sob leve 
agitação e ao abrigo da luz. Os géis foram lavados em 7% de ácido acético para 
retirada do excesso de corante. 
 
3.13. Cultivo de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) 
  
 EIEC (cepa O28ac) utilizada nos ensaios de invasão possui características 
bioquímicas e genéticas semelhantes às de Shigella. A patogenicidade de Shigella e 
EIEC está associada com a presença de um plasmídeo de virulência denominado pInv, 
que contém os genes necessários para a invasão e disseminação bacteriana nas 
células do hospedeiro. As bactérias foram crescidas em 3 ml de meio TSB (caldo 
nutriente de soja) com 0,01% de Congo Red por 16 horas sob agitação a 37o C, e 500 
μl foram adicionados em 10 ml de meio TSB. Após aproximadamente 3 horas sob 
agitação a 37o C, sendo atingida a densidade óptica (D.O.) desejada, as bactérias 
forma centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante descartado. Ao 
sedimento bacteriano foi adicionado meio DMEM com 10% de SFB, para utilização em 
ensaios de invasão. 
  
3.14. Ensaio de invasão na presença de Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC)  
 
Ensaios utilizando EIEC (cepa O28ac) foram feitos da seguinte maneira. Células 
HeLa foram plaqueadas no número de 1,5x105 em lamínulas redondas de 13mm e 
cultivadas em placas de 24 orifícios por pelo menos 16 horas, em meio DMEM com 
10% de SFB em atmosfera úmida e 5% de CO2, a 37ºC. Bactérias foram adicionadas 
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em proporção de 100 bactérias para cada célula HeLa. Após 1 hora de incubação nas 
mesmas condições acima, as células foram lavadas com PBS, para retirada do 
excesso de bactérias e incubadas por mais 1 hora com meio DMEM e o antibiótico 
gentamicina na concentração de 100 μg/ml, para matar as bactérias extracelulares. As 
células foram então lavadas com PBS e coradas com Giemsa, para contagem em 
microscópio óptico. O número de células com bactérias internalizadas foi determinado 
pela contagem de 500 células por lamínula.  
 
3.15. Determinação da concentração de Ca  intracelular 2+
  
Para dosar a concentração de Ca2+ citosólico livre ([Ca2+]i) as células cultivadas 
em garrafas plásticas de 75 cm2 foram tratadas com tripsina, como já descrito e 
lavadas em solução Tyrode (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 12 mM de NaHCO3, 
0,36 mM de NaH2PO4, 0,53 mM de MgCl2, 1,36 mM de CaCl2 e 5,5 mM de glicose), pH 
7,6 e a concentração de células ajustadas para 2 × 106/ml de Tyrode. Após incubação 
por 1 hora a 37oC, para que as células se recuperassem do procedimento, 2,5 ml de 
suspensão de células na concentração acima foram transferidos para cubeta de 
quartzo. Em seguida, foram incubadas com 5 μM de fura-2 acetoximetil éster 
(Fura2/AM; Molecular Probes Eugene, Oregon, USA) por 2 horas, a temperatura 
ambiente, e o fura-2 não incorporado foi lavado. A fluorescência foi lida em um 
fluorofotômetro (sistema SPEX AR-CM), com excitação em 2 comprimentos de onda, 
340 e 380 nm e que desloca de 380 nm para 340 nm quando o fura-2 passa da forma 
de acetoximetil éster para a forma ácida, que se complexa com o Ca2+ e emissão em 
510 nm. O aumento na [Ca2+]i na célula após o tratamento foi calculado sempre 
considerando a concentração basal por um período antes do tratamento. Para cada 
preparação foram determinados Rmax e Rmin, que correspondem ao nível de 
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fluorescência em 340 e 380 nm na presença de saturação de Ca2+ após tratamento 
com 50 mM de digitonina e na ausência de Ca2+ após adição de 10 mM EGTA, 
respectivamente. O método de exclusão por coloração com azul de Trypan foi utilizado 
para determinar a viabilidade das células HeLa após o tratamento. 
 
3.16. Tratamento de células HeLa com drogas 
 
Nos ensaios em que as células HeLa foram tratadas com diferentes drogas, 
após determinado tempo de incubação a 37ºC, estas foram retiradas por 3 lavagens 
com PBS e o meio DMEM restituído antes da incubação com os parasitos. O 
tratamento com citocalasina D ou com latrunculina B, na concentração de 2 μM ou 0,2 
μM, respectivamente, foi de 15 minutos. A pré-incubação com 10 μM de forscolina, 250 
μM de genisteína, 1 μM de tapsigargina, 100 nM de wortmanina, ou 10 μM de 
queleritrina foi de 30 minutos, enquanto o tratamento com 100 nM de PMA, foi de 20 
minutos. Os controles não tratados com drogas seguiram as mesmas condições das 
células tratadas. 
 
3.17. Análise estatística 
 
Foi usado o teste t de Student para determinar a significância dos ensaios. As 
análises foram feitas utilizando o programa VassarStats Statistical Computation Web 
Site. 
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4. RESULTADOS 
 
4.1. Diferenças na infectividade de formas metacíclicas das cepas CL e G in vitro e 
na infecção oral 
 
As diferenças entre as cepas G e CL de T. cruzi quanto à expressão de moléculas 
de superfície e quanto à invasão celular in vitro já haviam sido observadas em estudos 
anteriores utilizando células HeLa (Neira et al., 2002). Um aspecto da infecção por 
tripomastigotas metacíclicos in vitro que foi pouco explorado refere-se à eventual diferença 
de replicação intracelular das duas cepas. Procuramos, portanto, esclarecer essa questão 
realizando o seguinte experimento. Tripomastigotas metacíclicos das cepas G e CL foram 
incubados por 1 hora com células HeLa aderidas às lamínulas de vidro. As células foram 
lavadas para remover os parasitos que não invadiram. Uma parte das lamínulas foi logo 
em seguida fixada e corada com Giemsa, enquanto a outra parte recebeu meio de cultura 
novo e foi mantida a 37oC por mais 96 horas. Na invasão celular de 1 hora, a diferença 
entre as duas cepas, já detectada em estudos anteriores, foi observada (figura 4A). 
Quanto ao número de amastigotas intracelulares após 96 horas, como esperado, muito 
mais parasitos da cepa CL do que da cepa G foram encontrados (figura 4B). O que 
notamos ainda é que, aparentemente, a cepa G replica mais lentamente que a cepa CL 
(figura 4C). Essa conclusão deve-se ao fato de que após 1 hora de incubação com células 
HeLa, o que se vê, tanto na infecção por cepa CL quanto por cepa G, é um parasito por 
célula, com poucas exceções. E às 96 horas pós-infecção, de um modo geral, as células 
estão com  grande quantidade de amastigotas da cepa CL, enquanto o número de 
amastigotas da cepa G por célula é comparativamente menor.  
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Esses achados in vitro são compatíveis com as observações in vivo em 
camundongos inoculados com formas metacíclicas por via oral. Camundongos Balb/c que 
receberam 4 x 105 parasitos da cepa CL invariavelmente apresentaram parasitemias altas, 
ao contrário dos animais infectados com a cepa G, que sempre apresentam parasitemia 
subpatente (figura 5A), detectável apenas indiretamente através de hemocultura em LIT. 
As evidências de que essa diferença nos níveis de parasitos circulantes seja resultante da 
maior capacidade invasiva e replicativa  da cepa CL, em relação à cepa G, foram obtidas 
nos experimentos em que cortes histológicos do estômago de animais infectados por via 
oral foram examinados.  Esse órgão é o alvo e a porta de entrada do T. cruzi na infecção 
oral em camundongos, como mostrado pelo grupo de Daniel Hoft, que utilizou 
tripomastigotas metacíclicos derivados do inseto triatomíneo (Hoft, 1996; Hort et al., 1996). 
Nesses ensaios, uma quantidade maior de parasitos foi inoculada (108 por camundongo), 
para podermos visualizar ninhos de amastigotas da cepa G, que é pouco infectiva. Quatro 
dias após a inoculação oral dos parasitos, o exame de cortes histológicos do estômago 
corados com hematoxilina-eosina revelou no epitélio da mucosa gástrica muito mais 
ninhos de amastigotas da cepa CL em comparação à cepa G (figura 5B). Como o ciclo 
intracelular do T. cruzi até a geração de tripomastigotas dura 6-7 dias, o número de ninhos 
corresponderia ao número de parasitos que invadiram. Nos cortes do estômago 
processados para imunofluroescência, para facilitar a visualização dos ninhos de 
amastigotas na mucosa gástrica, ficou patente a menor replicação intracelular da cepa G. 
Muitos ninhos com muitos parasitos foram facilmente detectados na infecção pela cepa 
CL, contrastando com os pouquíssimos ninhos, com alguns parasitos, na infecção pela 
cepa G (figura 6).  
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Os resultados in vivo são compatíveis com o fato de que a gp90 da cepa G, a 
glicoproteína de superfície de formas metacíclicas que atua como regulador negativo da 
invasão celular, resiste à digestão péptica após permanência de 1 hora no estômago, em 
contato com o suco gástrico (Covarrubias et al., 2007). Provavelmente, em função da 
característica da gp90 da cepa G, existe uma estreita correlação entre infecção in vitro e in 
vivo. Isso não foi observado em outras cepas de T. cruzi que expressam altos níveis de 
uma isoforma da gp90 suscetível à degradação por enzimas proteolíticas do conteúdo 
gástrico, exibindo baixa capacidade invasiva in vitro mas alta infectividade in vivo  (Cortez 
et al., 2006a; Covarrubias et al., 2007).  
 
4.2. Componentes das vias de sinalização ativados em formas metacíclicas do T. 
cruzi durante a invasão celular  
 
Além da expressão em altos níveis de gp90 resistente à digestão proteolítica, o que 
também distingue os tripomastigotas metacíclicos das cepas CL e G é que eles utilizam 
moléculas de superfície distintas para invadir a célula hospedeira (Ruiz et al., 1998). A 
invasão celular da cepa CL é mediada predominantemente pela gp82 e da cepa G por 
moléculas gp35/50 do tipo mucina (Yoshida, 2006). Em vista disso, a interação dessas 
cepas com a célula hospedeira induz a ativação de vias de sinalização distintas em ambas 
as células (Neira et al., 2002). Até o momento, alguns componentes dessas vias de 
transdução de sinal foram identificados.  
Neste trabalho, estendemos esses estudos testando outras drogas que interferem 
com a sinalização celular. Uma das drogas analisadas foi o forbol 12-miristato 13-acetato 
(PMA), que é um éster de forbol promotor de tumores e tem ação similar ao diacil glicerol 
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(DAG), ativando proteína quinase C (PKC) (Castagna et al., 1982). Tem sido mostrado 
que o pré-tratamento de diferentes tipos celulares com PMA regula negativamente PKC e 
inibe diversos processos celulares (Nishimura et al., 1989; Goldstein et al., 1990; Hu et al., 
1990). Com base nos dados de que a cepa CL utiliza fosfolipase C (PLC) para invasão in 
vitro, que gera inositol trifosfato (IP3) e conseqüente liberação de cálcio (Ca+2) de 
compartimentos sensíveis a IP3 (Yoshida et al., 2000) e que DAG, outro composto gerado 
por PLC ativa PKC, fomos verificar se esta quinase participa do evento de sinalização 
induzido pelos parasitos no momento da invasão. Tripomastigotas metacíclicos foram 
tratados com 100 nM de PMA por 20 minutos e lavados antes da incubação com células 
HeLa. Observamos um efeito inibitório de PMA sobre a invasão de formas metacíclicas da 
cepa CL, enquanto a  entrada da cepa G em células HeLa não foi afetada pelo tratamento 
com a droga (figura 7). Para  confirmar o envolvimento de PKC do parasito na invasão 
celular, realizamos também experimentos com queleritrina, um inibidor específico de PKC 
clássicas. Os parasitos foram incubados com 10 μM de queleritrina por 30 minutos, em 
seguida lavados e então adicionados às células HeLa. Como mostrado na figura 8, apenas 
as formas metacíclicas da cepa CL foram afetadas pelo tratamento com esta droga, que 
inibe PKCs clássicas, ativadas por Ca+2 e DAG (Kazanietz et al., 1993). Este dado 
confirma a participação da PKC apenas na invasão da cepa CL, como observado pelo 
tratamento com PMA. 
Experimentos anteriores utilizando forscolina, um estimulador da adenilato ciclase, 
haviam sugerido o envolvimento de adenosina momofosfato cíclico (AMP cíclico) na 
invasão celular de formas metacíclicas da cepa G (Neira et al., 2002).  Como a proteína 
quinase A (PKA) é ativada por AMP cíclico, realizamos ensaios com H89, uma droga que 
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inibe a ativação de PKA. Os parasitos foram tratados com 10μM de H89 por 30 minutos e 
lavados antes da incubação com células HeLa por 1 hora. Como mostrado na figura 9, a 
invasão de formas metacíclicas da cepa G foi significativamente inibida por H89, enquanto 
a infectividade da cepa CL permaneceu inalterada.  
Uma outra droga testada foi wortmanina, um inibidor de fosfoinositídeo 3-quinase 
(PI3K), cuja atividade gera produtos lipídicos que atuam como segundos mensageiros, 
sendo esses nominalmente ausentes em células não estimuladas (Toker e Cantley, 1997). 
Tripomastigotas metacíclicos foram tratados com 1 μM de wortmanina por 30 minutos e 
lavados  antes da incubação com células HeLa por 1 hora. A invasão celular da cepa CL, 
e da cepa G em menor grau, foi inibida pela droga (figura 10), sugerindo o envolvimento 
de PI3K.  
 
4.3. Componentes das vias de sinalização ativados na célula hospedeira durante a 
invasão celular por formas metacíclicas do T. cruzi  
 
Examinamos a participação de adenilato ciclase da célula hospedeira na invasão 
celular. O tratamento das células HeLa com 10 μM de forscolina, ativador da adenilato 
ciclase aumentou a invasão de tripomastigotas metacíclicos da cepa G mas não da cepa 
CL (figura 11). Em vista disso, examinamos a possibilidade do envolvimento de proteína 
quinase A (PKA), enzima que é ativada por AMP cíclico. Células HeLa foram tratadas com 
10μM de H89 por 30 minutos e lavadas, antes da incubação com os parasitos por 1 hora.  
Não houve inibição de invasão por tripomastigotas metacíclicos da cepa CL ou G (dado 
não mostrado).  
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A participação de PKC da célula hospedeira na invasão celular por formas 
metacíclicas do T. cruzi não havia sido ainda investigada. Examinamos neste trabalho o 
papel desta enzima utilizando PMA. Células HeLa foram tratadas com 100 nM de PMA por 
30 minutos e lavadas antes da incubação com os parasitos por 1 hora. Observamos um 
efeito inibitório de PMA sobre a invasão de formas metacíclicas da cepa CL, enquanto a  
entrada da cepa G em células HeLa não foi afetada pelo tratamento com a droga (figura 
12).  
O envolvimento de PI3K da célula hospedeira na invasão celular foi também 
examinado. Células HeLa foram tratadas com 1 μM de wortmanina por 30 minutos e 
lavadas antes da incubação com os parasitos por 1 hora. A invasão celular por formas 
metacíclicas da cepa CL, mas não da cepa G, foi inibida pela droga (figura 13).  
Um dos eventos chave da cascata de sinalização ativada durante a invasão por 
tripomastigotas metacíclicos é o aumento da concentração de Ca2+ intracelular. Dorta et 
al. (1995) haviam observado que tapsigargina, droga que inibe especificamente a Ca+2-
ATPase de retículo endoplasmático, inibe a entrada de formas metacíclicas em células 
HeLa. Como nesses experimentos a tapsigargina não era removida e permanecia no meio 
durante todo o tempo de incubação dos tripomastigotas metacíclicos com as células, o 
efeito observado poderia ser decorrente da inibição de mobilização de Ca2+ nos parasitos. 
No caso da cepa CL, o tratamento dos parasitos com a droga reduz a sua capacidade 
infectante (Neira et al., 2002). Em nossos ensaios, as células HeLa foram tratadas   por 30 
minutos com 1 μM de tapsigargina e lavadas, antes da incubação com os parasitos por 1 
hora. Houve considerável diminuição na invasão celular por formas metacíclicas da cepa 
CL, mas não da cepa G (figura 14).  
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4.4 Envolvimento da actina do citoesqueleto da célula hospedeira na invasão por 
tripomastigotas metacíclicos do T. cruzi  
    
Os dados da literatura sobre a participação de microfilamentos de actina na invasão 
celular do T. cruzi são discrepantes. De acordo com alguns autores, a internalização de T. 
cruzi é independente do citoesqueleto da célula hospedeira, de modo que o tratamento 
com citocalasina D, droga que se liga à extremidade positiva dos filamentos de actina, 
impedindo a associação ou dissociação de subunidades (Cooper, 1987), não afeta ou até 
aumenta a invasão (Schenkman et al., 1991b, Tardieux et al., 1992). Por outro lado, outros 
autores afirmam que citocalasina D inibe a entrada de T. cruzi em diversos tipos celulares 
(Barbosa e Meirelles, 1995; Rosestolato et al., 2002). Examinamos aqui o efeito de duas 
drogas, citocalasina D e latrunculina B; essa última forma complexos com monômeros de 
actina, impedindo que haja polimerização (Coue et al., 1987; Spector et al., 1989). Células 
HeLa foram tratadas com 2 μg/ml de citocalasina D ou com 0.2 μg/ml de latrunculina B por 
15 minutos e em seguida lavadas. Esse tratamento alterou a arquitetura normal do 
citoesqueleto (dados não mostrados). Após lavagens para remoção das drogas, as células 
foram incubadas com parasitos por 1 hora a 37oC. A contagem do número de parasitos 
intracelulares mostrou que o tratamento de células com qualquer uma das duas drogas 
reduz a invasão celular por formas metacíclicas da cepa G, mas não da cepa CL (figura 
15). 
Cortez et al. (2006b) mostraram que células HeLa que são invadidas por 
tripomastigotas metacíclicos da cepa CL apresentam desorganização do citoesqueleto, 
por alterar os feixes de actina. No caso da cepa G, o fato de sua entrada em células HeLa 
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ser inibida por citocalasina D ou latrunculina B (figura 15) indica o requerimento de F-
actina. Para visualizar a possível associação de formas metacíclicas da cepa G com 
actina, realizamos o seguinte experimento. Células HeLa foram incubadas com 
tripomastigotas metacíclicos  por 1 hora e após lavagens para retirada dos parasitos não 
internalizados, foram fixadas e preparadas para observação dos feixes de actina e dos 
parasitos, ao microscópio de fluorescência. Diferentemente do que se observa na invasão 
pela cepa CL, as células infectadas por tripomastigotas metacíclicos da cepa G não 
apresentam alteração visível na arquitetura do citoesqueleto, aparentemente recrutando 
actina para o sítio de invasão (figura 16). 
Como uma estratégia adicional para investigar o envolvimento ou não dos 
microfilamentos de actina na invasão celular, conforme a cepa de T. cruzi, experimentos 
de co-infecção com Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC) foram realizados. Estas 
bactérias possuem um plasmídeo de virulência para invasão similar àquele de Shigella e 
apresentam os mesmos mecanismos de infecção (Lan et al., 2001; Sansonetti et al., 
1983), ou seja, através de um sistema secretor do tipo III (TTSS) elas injetam moléculas 
efetoras no citoplasma da célula hospedeira, induzindo polimerização de actina no sítio de 
entrada da bactéria. Essa polimerização leva à formação de ruffles na membrana, 
formação essa que engloba a bactéria e permite sua entrada na célula (Kubori & Gálan, 
2003).  Nos ensaios de co-infecção, duas situações foram examinadas. Em uma delas, 
EIEC foi adicionado às células HeLa 15 minutos antes da co-incubação com 
tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi por 1 hora e na outra T. cruzi foi adicionado 15 
minutos antes da co-incubação com EIEC. Após tratamento com gentamicina por 1 hora, 
fixação e coloração com Giemsa, o número de parasitos ou de células infectadas com 
EIEC foi contado. Comparando o número de parasitos intracelulares na infecção única por 
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T. cruzi e na infecção mista em que EIEC foi adicionado primeiro, verificamos que a 
invasão celular pela cepa G não foi alterada pela bactéria, enquanto a infectividade da 
cepa CL sofreu uma drástica redução (figura 17A). Nas amostras em que T. cruzi foi 
adicionado antes, a contagem do número de células infectadas com EIEC indicou que 
houve modulação da entrada da bactéria pelas formas metacíclicas, sendo o efeito 
positivo ou negativo dependendo da cepa de T. cruzi. A co-infecção com a cepa G teve o 
efeito de aumentar a invasão de EIEC, enquanto a presença da cepa CL foi inibitória 
(figura 17B).  
Esses resultados indicam que tripomastigotas metacíclicos das cepas CL e G 
utilizam estratégias diferentes para invadir a célula hospedeira, compatível com o fato de 
que esses parasitos utilizam moléculas de superfície distintas, gp82 e gp35/50 
respectivamente, para adesão e invasão das células alvo. Como essas glicoproteínas 
possuem atividade sinalizadora de Ca2+, a ligação das mesmas aos seus receptores na 
célula hospedeira poderia desencadear a cascata de sinalização que resulta no rearranjo 
dos microfilamentos de actina. Para averiguar essa possibilidade, testamos o efeito das 
moléculas purificadas sobre a actina das células HeLa. Foram utilizadas gp35/50, 
purificada do parasito e a proteína recombinante (r-gp82), contendo a seqüência da gp82 
em fusão com GST. Observamos que r-gp82 possui a propriedade de induzir a 
desorganização da actina do citoesqueleto, como descrito por Cortez et al. (2006b), 
enquanto gp35/50 não produziu nenhuma alteração (figura 18).    
O efeito de r-gp82 e gp35/50 sobre a entrada de EIEC em células HeLa  foi também 
testado. Segundo nossa hipótese, o efeito diferencial das formas metacíclicas das cepas 
CL e G sobre a invasão de EIEC, na co-infecção com T. cruzi, seria resultante da 
sinalização diferenciada induzida por gp35/50 e gp82. Sendo esse o caso, EIEC teria a 
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sua entrada na célula afetada por essas moléculas. Células HeLa foram incubadas com 20 
μg/ml de gp35/50 ou r-gp82 por 15 minutos antes da adição de EIEC e as referidas 
moléculas foram mantidas durante o período de 1 hora de incubação. Além de células não 
tratadas, serviram como controles células incubadas com 20 μg/ml de GST, uma vez que 
r-gp82 está em fusão com GST.  Em seguida ao tratamento com gentamicina, para matar 
e remover as bactérias que não invadiram, as células foram fixadas, coradas e 
examinadas ao microscópio. A gp82 recombinante teve significativo efeito inibitório sobre 
a entrada de EIEC em células HeLa, enquanto as moléculas do tipo mucina, gp35/50, 
promoveram um aumento na invasão bacteriana (figura 19A). Nas células tratadas com r-
gp82, não apenas o número de células infectadas com EIEC foi menor, mas o número de 
bactérias por célula foi também reduzido (figura 19B).  
 
4.5. Envolvimento de cisteíno protease do T. cruzi na invasão celular por 
tripomastigotas metacíclicos 
 
Além das glicoproteínas de superfície, moléculas que são secretadas pelo  T. cruzi 
devem, provavelmente, participar do processo de invasão celular. Recentemente, Baida et 
al. (2006) mostraram que SAP, uma proteína rica em serina, alanina e prolina, secretada 
pelo parasito, está envolvida na invasão de formas metacíclicas da cepa CL. Uma outra 
proteína secretada por T. cruzi, cujo papel na invasão celular por TCT e na multiplicação 
intracelular de amastigotas foi reportado, é a cisteíno protease designada cruzipaína 
(Meirelles et al., 1992). Procuramos determinar se a cruzipaína participa também do 
processo de invasão celular de tripomastigotas metacíclicos. Inicialmente, analisamos a 
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atividade de cruzipaína nas formas metacíclicas das cepas CL e G. Extratos do parasito 
em detergente não-iônico Triton X-100, com ou sem inibidor irreversível da cruzipaína, Z-
(S-Bzl)Cys-Phe-CHN2, aqui chamado de Z, à concentração de 10μM, foram preparados e 
aplicados  em gel de poliacrilamida co-polimerizada com gelatina como substrato da 
enzima. Após um período de 18 horas de incubação em tampão acetato de sódio 0,1 M, 
pH 6,0, para a ação da enzima, o gel foi corado com azul de Coomassie para visualização 
do substrato digerido. A figura 20 mostra intensa atividade enzimática, parcialmente 
inibível por  Z-(S-Bzl)Cys-Phe-CHN2 na cepa CL, ao contrário da cepa G que não 
apresentou atividade.  
Nos ensaios de invasão celular, tripomastigotas metacíclicos foram tratados ou não 
com 10 μM do inibidor de cruzipaína por 15 minutos e em seguida incubados por 1 hora 
com as células HeLa, na presença ou não do inibidor, respectivamente. Como esperado, a 
infectividade da cepa G não foi afetada pelo inibidor de cruzipaína, enquanto a da cepa CL 
foi consideravelmente reduzida (figura 21).  
De acordo com Scharfstein et al. (2000), cruzipaína promove a entrada de 
tripomastigotas de cultura de tecido na célula hospedeira através da geração de     
bradicinina a partir de cininogênios ligados à membrana da célula hospedeira, seguida de 
ativação dos receptores de bradicinina. Esse processo seria potencializado por captopril, 
um inibidor da degradação de bradicinina e  inibido por HOE 140, um antagonista de 
receptor de bradicinina do tipo  B2 (B2R) (Scharfstein et al., 2000). Nós testamos o efeito 
dessas drogas sobre a invasão celular de formas metacíclicas da cepa CL. Os parasitos 
foram incubados por 1 hora com células HeLa em meio contendo 1 mg/ml  de BSA, na 
presença ou ausência de 25 μg/ml de captopril, 100 nM de HOE 140 ou a combinação das 
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duas drogas. Nenhum efeito sobre a internalização do parasito foi observado (figura 22A). 
Para nos certificarmos de que células HeLa expressam receptor de bradicinina, realizamos 
ensaios de mobilização de Ca2+ em resposta à bradicinina. Quando expostas a 100 nM de 
bradicinina, as células HeLa previamente carregadas com fura-2 responderam com um 
aumento transiente de Ca2+ intracelular (figura 22B).  Esses resultados sugerem que o 
papel da cruzipaína na entrada de tripomastigotas metacíclicos da cepa CL não está 
associado com ativação de receptores de bradicinina. 
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Figura  4: Infecção in vitro das cepas CL e G de T. cruzi. Formas metacíclicas foram 
incubadas com células HeLa na proporção parasito:célula de 10:1 (cepa CL) e 20:1 (cepa 
G). (A) Nível de invasão celular após 1 hora. Os valores são médias + desvio padrão de 3 
experimentos independentes realizados em duplicata. A diferença entre as cepas CL e G 
foi significativa (P<0,0001).  (B) Amastigotas intracelulares 96 horas após invasão. Os 
dados são médias + desvio padrão de 3 ensaios independentes realizados em duplicata. A 
diferença entre CL e G foi significativa (P<0,005). (C) Imagem de amastigotas 
intracelulares 96 horas após infecção.   
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Figura 5: Curso de infecção por T. cruzi em camundongos infectados via oral com 
tripomastigotas metacíclicos das cepas G e CL. (A) Camundongos Balb/c receberam 4 
x 105 parasitos por via oral e a parasitemia determinada no tempo indicado. Resultado 
representativo de um experimento de três é mostrado. Cada ponto corresponde à 
parasitemia média de seis animais + desvio padrão. A parasitemia foi subpatente na 
infecção pela cepa G. (B) Camundongos Balb/c receberam 108 formas metacíclicas por via 
oral e após 96 horas o estômago foi retirado e cortes histológicos foram corados por 
hematoxilina-eosina para contagem de ninhos de amastigotas. Os valores são médias + 
de ninhos de amastigotas em 38 secções (cepa CL) e 17 secções (cepa G) de cinco 
camundongos para cada cepa. A diferença entre CL e G foi significativa (P<0,0001).  
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Figura 6: Parasitismo do epitélio da mucosa gástrica de camundongos infectados 
por via oral com formas metacíclicas das cepas CL e G de T. cruzi. Camundongos 
Balb/c receberam 108 parasitos por via oral e após 96 horas o estômago foi retirado e os 
cortes histológicos processados para imunofluorescência, para visualização de parasitos, 
utilizando anticorpo monoclonal 1D9 que reconhece amastigotas de diferentes cepas. As 
imagens foram capturadas em microscópio confocal. Amastigotas aparecem em verde e o 
núcleo das células do estômago em azul, marcados por DAPI. Pode-se notar replicação 
diferenciada entre as cepas CL e G. Barra de escala corresponde a 20μm. 
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Figura 7: Efeito do tratamento de tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi com PMA 
sobre a invasão celular. Parasitos foram tratados ou não com 100 nM de PMA (forbol 12-
miristato 13-acetato) por 20 minutos e a droga foi retirada por lavagens antes da 
incubação com as células HeLa. Os valores são médias + desvio padrão de 4 
experimentos independentes realizados em duplicata. Apenas no caso da cepa CL houve 
diferença significativa entre os parasitos tratados e os controles não tratados (P<0.005).  
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Figura 8: Efeito do tratamento de formas metacíclicas do T. cruzi com queleritrina 
sobre a invasão celular. Parasitos foram tratados ou não com 10 μM de queleritrina por 
30 minutos e a droga retirada por lavagens antes da incubação com as células HeLa. Os 
valores são médias + desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados em 
duplicata. No caso da cepa CL houve diferença significativa entre os parasitos tratados e 
os não tratados (P<0.005).  
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Figura 9: Efeito do tratamento de formas metacíclicas do T. cruzi com H89 sobre a 
invasão celular. Parasitos foram tratados ou não com 10 μM de H89 por 30 minutos e a 
droga retirada por lavagens antes da incubação com as células HeLa. Os valores são 
médias + desvio padrão de 4 experimentos independentes realizados em duplicata. No 
caso da cepa G, houve diferença significativa entre os parasitos tratados e os não tratados 
(P<0.05).  
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Figura 10: Efeito do tratamento de formas metacíclicas do T. cruzi com wotmanina 
sobre a invasão celular. Parasitos foram tratados ou não com 1 μM de wortmanina por 
30 minutos e a droga retirada por lavagens antes da incubação com as células HeLa. Os 
valores são médias + desvio padrão de 5 experimentos independentes realizados em 
duplicata. Houve diferença significativa entre os parasitos tratados e os não tratados da 
cepa CL (P<0.0002), bem como entre os da cepa G (P<0.05).  
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Figura 11: Efeito do tratamento de células HeLa com forscolina sobre a invasão 
celular de formas metacíclicas do T. cruzi. Células HeLa foram tratadas ou não com 10 
μM de forscolina por 30 minutos e a droga retirada por lavagens antes da incubação de 1 
hora com os parasitos da cepa G ou CL. Os valores são médias + desvio padrão de 4 
experimentos independentes realizados em duplicata. A diferença entre as células 
tratadas e as não tratadas foi significativa para a cepa G (P<0.01).  
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Figura 12: Efeito do tratamento de células HeLa com PMA sobre a invasão celular de 
formas metacíclicas do T. cruzi. Células HeLa foram tratadas ou não com 100 nM de 
PMA por 20 minutos e a droga retirada por lavagens antes da incubação de 1 hora com os 
parasitos da cepa G ou CL. Os valores são médias + desvio padrão de 4 experimentos 
independentes realizados em duplicata. A diferença entre as células tratadas e as não 
tratadas foi significativa para a cepa CL (P<0.0001).  
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Figura 13: Efeito do tratamento de células HeLa com wortmanina sobre a invasão 
celular de formas metacíclicas do T. cruzi . Células HeLa foram tratadas ou não com 
100 nM de wortmanina por 30 minutos e a droga retirada por lavagens antes da incubação 
de 1 hora com os parasitos da cepa G ou CL. Os valores são médias + desvio padrão de 4 
experimentos independentes realizados em duplicata. A diferença entre as células 
tratadas e as não tratadas foi significativa para a cepa CL (P<0.05).  
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Figura 14: Efeito do tratamento de células HeLa com tapsigargina sobre a invasão 
celular. Células HeLa foram tratadas ou não com 1 μM de tapsigargina por 30 minutos e a 
droga retirada por lavagens antes da incubação de 1 hora com os parasitos da cepa G ou 
CL. Os valores são médias + desvio padrão de 4 experimentos independentes realizados 
em duplicata. A diferença entre as células tratadas e as não tratadas foi significativa para a 
cepa CL (P<0.01).  
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Figura 15: Efeito do tratamento de células HeLa com drogas que interferem na 
polimerização de actina sobre a invasão celular de formas metacíclicas do T. cruzi. 
Células HeLa foram tratadas ou não com 2 μg/ml de citocalasina D ou 0,2 μg/ml de 
latrunculina B  por 15 minutos e a droga retirada por lavagens antes da incubação de 1 
hora com os parasitos da cepa CL ou G. Os valores são médias + desvio padrão de 3 
experimentos independentes realizados em duplicata. A infecção pela cepa G teve 
redução significativa quando as células foram tratadas com citocalasina D (P<0.0001) ou 
latrunculina B (P<0.0005).  
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Figura 16: Envolvimento da actina da célula hospedeira na invasão celular por 
formas metacíclicas do T. cruzi. Células HeLa foram incubadas com parasitos da cepa  
CL ou de G por 1 hora e processadas para imunofluorescência, utilizando  anticorpo 
específico para metacíclicos (verde), faloidina-rodamina (vermelho) para visualização de 
actina e DAPI (azul) para núcleo. Notar a arquitetura desorganizada do citoesqueleto na 
célula invadida pela cepa CL. Em células invadidas por G não há alterações visíveis por 
este método.  
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Figura 17: Co-infecção de células HeLa com T. cruzi e EIEC. (A) Células HeLa foram 
incubadas ou não com EIEC por 15 minutos antes da adição de tripomastigotas 
metacíclicos da cepa CL ou G, seguindo-se  então 1 hora de invasão. A invasão de formas 
metacíclicas da cepa CL foi inibida significativamente por EIEC (P<0.0001). (B) Células 
HeLa foram incubadas ou não com T.cruzi por 15 minutos antes da adição de EIEC, 
seguindo-se então 1 hora de invasão. Os valores são médias + desvio padrão de 4 
experimentos independentes realizados em duplicata. A entrada de EIEC foi 
significativamente aumentada por co-infecção com a cepa G (P<0.05) e inibida pela cepa 
CL (P<0.05).  
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Figura 18: Efeito de moléculas de superfície de fomas metacíclicas do T. cruzi 
Controle gp35/50  r-gp82
20μm 
20μm 20μm 
 
 
 
sobre actina da célula hospedeira. Células HeLa foram incubadas ou não com 20 
μg/ml de glicoproteínas do tipo mucina gp35/50, purificada da cepa G, ou proteína 
recombinante r-gp82, contendo a seqüência peptídica completa da gp82.  Após 15 
minutos, as células foram fixadas em acetona e marcadas com faloidina conjugada 
a Alexa Fluor 488, para visualização dos feixes de actina. As imagens foram 
obtidas em microscópio confocal. Observar o efeito desorganizador da r-gp82 sobre 
o citoesqueleto e a ausência de efeito de gp35/50.   
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igura 19: Efeito das moléculas de superfície de T. cruzi na invasão celular por 
 
 
F
EIEC. (A) Células HeLa foram incubadas  por 15 minutos com 20 μg/ml de gp35/50, r-
gp82 ou GST purificadas, antes da incubação de 1 hora com EIEC. Os valores são médias 
+ desvio padrão de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. Foi 
significativa a diferença entre o controle ou a amostra incubada com GST e aquela tratada 
com gp35/50 (P<0.05) ou com r-gp82 (P<0.001). (B) Células HeLa tratadas ou não com 
moléculas do T. cruzi e infectadas com EIEC foram visualizadas por coloração com 
Giemsa.  
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igura 20: Atividade de cruzipaína em tripomastigotas metacíclicos de T. cruzi. 
xtratos de 3 x 107 parasitos, resultantes do tratamento com Triton-X100 na presença ou 
 
F
E
ausência do peptídeo inibidor de cisteíno protease (Z), foram analisados por eletroforese 
em gel de poliacrilamida co-polimerizado com gelatina e coloração com azul de 
Coomassie. Notar que a atividade proteásica, detectável apenas na cepa CL, foi 
parcialmente inibida por Z.  
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Figura 21: Efeito do tratamento de T. cruzi com inibidor de cruzipaína sobre a 
vasão celular. Tripomastigotas metacíclicos da cepa CL ou G foram tratados ou não in
com 10 μM do inibidor de cruzipaína (Z) por 15 minutos e incubados por 1 hora com 
células HeLa, na presença ou não do inibidor, respectivamente. Os valores são médias + 
desvio padrão de 5 experimentos independentes realizados em duplicata. A infectividade 
da cepa CL foi significativamente reduzida após tratamento com Z (P<0.0005).  
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igura 22: Efeito de diferentes drogas sobre a invasão celular por tripomastigotas 
etacíclicos de T. cruzi. (A) Parasitos da cepa CL foram incubados por 1 hora com 
 
 
 
F
m
células HeLa na presença ou ausência das drogas indicadas, sendo 25 μM de captopril, 
100 nM de HOE 140 ou 100 nM de bradicinina. Os valores são médias + desvio padrão de 
5 experimentos independentes realizados em duplicata. Não houve diferença significativa 
entre as amostras tratadas e as não tratadas. (B). O aumento da concentração de Ca2+ foi 
medido por adição de bradicinina às células HeLa marcadas com fura-2 no tempo indicado 
(seta). Notar a resposta de Ca2+ típica de presença de receptor.  
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5. DISCUSSÃO 
 
Este estudo, cuja finalidade foi estender a análise sobre o processo de invasão 
celular por tripomastigotas metacíclicos do T. cruzi, veio ampliar o conhecimento dos 
aspectos dessa etapa crucial para o estabelecimento da infecção no hospedeiro 
vertebrado. O que salta à vista deste e de estudos anteriores sobre o assunto é a 
diferença marcante entre as cepas CL e G.  
Já havia sido observado que as drogas que atuam sobre as formas metacíclicas da 
cepa CL, inibindo a sua capacidade de invasão celular, não têm efeito, de um modo geral, 
sobre a infectividade da cepa G (Neira et al., 2002). Os resultados do presente trabalho  
com outras drogas vêm confirmar esses achados. Analisando o conjunto de dados aqui 
descritos e aqueles anteriormente obtidos, poderíamos visualizar o seguinte quadro. A 
ligação à célula hospedeira de maneira gp82-dependente induz nas formas metacíclicas 
da cepa CL a cascata de sinalização envolvendo a fosforilação de uma proteína de 175 
kDa, p175 (Favoreto et al., 1998), além da ativação de PLC, que gera  IP3, responsável 
pela liberação de Ca2+ de compartimentos intracelulares sensíveis a esse segundo 
mensageiro (Yoshida et al., 2000). O fato de formas metacíclicas da cepa CL terem sua 
entrada em células HeLa diminuída pelo tratamento com PMA ou queleritrina (figuras 7 e 
8), respectivamente ativador e inibidor de PKC, indica a participação dessa enzima. Vale 
ressaltar que T. cruzi possui PKC que se liga a DAG e, consequentemente, a PMA 
(Gomez et al.,1999). PI3K também parece estar implicada, pois seu inibidor, wortimanina, 
diminuiu a infectividade de tripomastigotas metacíclicos da cepa CL (figura 10). PI3K, cuja 
atividade gera produtos lipídicos que funcionam como segundo mensageiros, está 
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nominalmente ausente em células não estimuladas (Toker e Cantley, 1997). O que não 
está claro é como os diferentes elementos das vias de transdução de sinal do parasito se 
conectam. Tendo em vista que a gp82 está ancorada na camada externa da membrana 
plasmática de tripomastigotas metacíclicos por meio de GPI (Cardoso de Almeida e Heise, 
1993), possivelmente proteínas adaptadoras fazem a conexão da gp82 com os 
componentes “downstream” da cascata de sinalização. 
No que se refere ao Ca2+ requerido para a invasão celular de tripomastigotas 
metacíclicos da cepa CL, compartimentos internos do parasito sensíveis a IP3 têm sido 
identificados como fonte desse íon (Neira et al., 2002).  Possivelmente, outra fonte de Ca2+ 
deve também operar, pois a infectividade das formas metacíclicas é apenas parcialmente 
inibida pelo tratamento com drogas que afetam a geração de IP3, como o inibidor de PLC, 
U73122, ou que atuam como bloqueadores competitivos de receptores para IP3, como por 
exemplo heparina, ou interferem com a liberação de Ca2+ de reservatórios IP3-sensíveis, 
como a cafeína. (Yoshida et al., 2000). Nesse particular, uma possibilidade interessante é 
que PKC tenha alguma contribuição no aumento de Ca2+ intracelular durante a invasão 
celular de formas metacíclicas da cepa CL. Uma função importante da família PKC em 
muitos sistemas é a regulação da atividade de canal de íon (Shearman et al., 1989), 
incluindo influxo de Ca2+ através de canais de Ca2+ em diferentes tipos celulares 
(Prevarskaya et al., 1994; Shimamura et al., 1994; Vazquez e Boland, 1996; Platano et al., 
1996). Influxo de Ca2+ pela membrana plasmática, regulada por ácido araquidônico, tem 
sido reportado em T. brucei e T. cruzi (Eintracht et al., 1998; Catisti et al., 2000). Como 
além de IP3, DAG, que é um ativador de PKC (Nishizuka, 1984), é formado pela ação de 
PLC, a atividade de PKC poderia ser ainda mais aumentada em tripomastigotas 
metacíclicos da cepa CL. 
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Durante a invasão celular de tripomastigotas metacíclicos da cepa G, praticamente 
nenhum dos componentes da cascata de sinalização identificados na cepa CL parece 
atuar (Neira et al., 2002). Das drogas que atuam sobre componentes das vias de 
sinalização celular até agora testadas, forscolina, um ativador de adenilato ciclase, teve 
efeito sobre a cepa G, aumentando a sua capacidade invasiva (Neira et al., 2002). 
Possivelmente PKA faça parte dos eventos que levam à internalização do parasito, visto 
que o tratamento com H89, droga que inibe a atividade de PKA, teve o efeito de reduzir a 
infectividade (figura 9). PKA é uma enzima ativada por AMP cíclico, produto da ação de 
adenilato ciclase. Assim, o papel de AMP cíclico seria o de ativar PKA, mas este segundo 
mensageiro poderia ter outras funções, ainda não definidas, durante o processo de 
entrada do parasito em células hospedeiras.    
Quanto à fonte de Ca2+ requerido para a invasão celular de tripomastigotas 
metacíclicos da cepa G, ao contrário da cepa CL, reservatórios sensíveis à tapsigargina ou 
IP3 não parecem estar envolvidos. Neira et al. (2002) mostraram que na cepa G 
acidocalciossomos funcionam como provedores de Ca2+ necessário para a invasão. Um 
fato interessante é que diversos estudos com uma variedade de tipos celulares têm 
sugerido que AMP cíclico elevado pode inibir a produção de IP3 (Bruce et al., 2003) e que 
PKA interfere com formação de IP3 em membranas de células leucêmicas humanas 
diferenciadas, HL-60 (Misaki et al., 1989). Isso poderia explicar porque, ao contrário da 
cepa CL, o envolvimento de IP3 não tem sido observado na formas metacíclicas da cepa 
G. Simultaneamente à inibição da produção de IP3, o sistema AMP cíclico/PKA poderia 
induzir a mobilização de Ca2+ de compartimentos IP3-independentes. Em 
tripanosomatídeos, tem sido observado que ácido araquidônico induz liberação de Ca2+ de 
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acidocalciossomos e também transporte de Ca2+ através da membrana plasmática (Catisti 
et al., 2000).  
Distintas vias de sinalização são acionadas em tripomastigotas metacíclicos das 
cepas CL e G, provavelmente como resultado da interação de diferentes moléculas de 
superfície, gp82 e gp35/50 respectivamente, com a célula hospedeira e, do mesmo modo, 
a ligação dessas glicoproteínas aos seus receptores ativa vias de transdução de sinal 
distintas nas células alvo.  
A possível participação de PI3K da célula hospedeira, através dos ensaios em que 
células HeLa foram tratadas com o inibidor da enzima, wortmanina, só foi evidenciada na 
invasão de formas metacíclicas da cepa CL (figura 13). Além de PI3K, outra enzima da 
célula hospedeira que pode estar envolvida na invasão da cepa CL é PKC. Se a atividade 
de PKC contribui para o aumento de Ca2+ intracelular durante a invasão celular, não se 
sabe. O Ca2+ requerido para o processo provém, pelo menos em parte, de reservatórios 
sensíveis à tapsigargina, possivelmente retículo endoplasmático, uma vez que o 
tratamento de células HeLa com a droga afetou a invasão (figura 14).  
Na invasão pelas formas metacíclicas da cepa G, AMP cíclico da célula hospedeira, 
gerado pela ação da adenilato ciclase, parece estar envolvido (figura 11). Quanto ao Ca2+ 
da célula hospedeira requerido durante a invasão de tripomastigotas metacíclicos da cepa 
G, não se tem idéia de onde ele está sendo mobilizado. Como o tratamento de células 
HeLa com tapsigargina não teve nenhum efeito sobre a entrada dos parasitos (figura 14), 
reservatórios intracelulares  suscetíveis a esta droga, como fonte de Ca2+, estão fora de 
questão. Outras fontes alternativas de Ca2+ poderiam ser consideradas.  Mitocôndrias 
contêm múltiplos sítios para potencial regulação por AMP cíclico/PKA, que indiretamente 
contribui para modular sinais de Ca2+ intracelular (Bruce et al., 2003). Essa possibilidade 
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não parece plausível, pois as evidências são de que PKA, que é ativada por AMP cíclico, 
não participa da invasão celular de tripomastigotas metacíclicos da cepa G. Uma outra 
possibilidade é o influxo de Ca2+, embora em células de mamífero o efeito de AMP cíclico 
neste processo não tenha sido claramente evidenciado (Bruce et al., 2003).  
Nós não temos indicações de que IP3 da célula hospedeira seja requerido para a 
internalização de formas metacíclicas, seja da cepa CL ou da cepa G. Isso contrasta com 
a invasão celular de TCT, que induz formação de IP3 e mobilização de Ca2+ intracelular 
em células de mamífero (Rodriguez et al., 1995). Com base nos dados até agora 
disponíveis podemos apenas especular que a resposta de Ca2+ desencadeada na célula 
hospedeira por gp82 e gp35/50 durante a invasão de formas metacíclicas das cepas CL e 
G, respectivamente, seria em parte dependente do influxo de Ca2+ através de canais de 
Ca2+, com envolvimento de PKC (cepa CL), e transporte de Ca2+ mediada por AMP cíclico 
de reservatórios internos (cepa G).  
Um aspecto da invasão celular por T. cruzi associado com sinalização refere-se à 
remodelação dos microfilamentos de actina do citoesqueleto da célula hospedeira. Há 
muitos trabalhos na literatura sobre a participação ou não de microfilamentos de actina da 
célula hospedeira na invasão celular do T. cruzi. O que praticamente inexiste é informação 
sobre a identidade dos componentes do parasito associados com o evento. Utilizando 
TCT, Rodriguez et al. (1995) verificaram que um fator solúvel do parasito, até hoje não 
identificado, que é capaz de induzir sinal de Ca2+ em células não fagocíticas, tem a 
propriedade de desorganizar F-actina.   
Cortez et al. (2006b) observaram que a gp82, na sua forma recombinante, quando 
incubada com células HeLa induz a despolimerização de F-actina de maneira Ca2+-
dependente. Além disso, mostraram que, na presença de gp82 recombinante, a entrada 
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de EIEC é inibida. Esta bactéria depende dos microfilamentos de actina da célula 
hospedeira para a sua internalização.   
Como vias de transdução de sinal distintas são acionadas na célula hospedeira 
durante a invasão celular por tripomastigotas metacíclicos das cepas CL e G, uma 
possibilidade interessante era a de que essas vias estivessem associadas com 
remodelação do citoesqueleto de maneira diferenciada. Obtivemos uma série de 
resultados indicando que durante a invasão por formas metacíclicas das cepas CL e G, 
como resultado da interação das moléculas de superfície gp82 e gp35/50 com a célula 
hospedeira, respectivamente, ocorre uma reorganização diferenciada do citoesqueleto. 
 Confirmamos que a gp82 recombinante induz em células HeLa a desorganização 
das fibras de actina, similar àquela provocada por citocalasina D, mas de menor 
intensidade e reversível em menor tempo após a retirada da droga. Ao contrário, tal efeito 
não foi observado quando as células foram incubadas na presença de gp35/50 (figura 18). 
Essas observações são consistentes com o fato de que o citoesqueleto mostra-se 
desorganizado nas células que estão sendo invadidas por formas metacíclicas da cepa 
CL, enquanto actina parece ser recrutada para o sítio de entrada dos parasitos da cepa G 
(figura 16). Compatível também com o que foi referido é a verificação de que a invasão 
celular de tripomastigotas metacíclicos da cepa CL não é afetada por drogas como 
citocalasina D e latrunculina B, parecendo até aumentar discretamente, ao contrário da 
cepa G que teve a sua infectividade reduzida quando as células HeLa foram tratadas com 
as drogas citadas (figura 15).  
Uma estratégia que se tem mostrado bastante útil, contribuindo para elucidar a 
questão relativa ao envolvimento dos microfilamentos de actina da célula hospedeira na 
invasão celular de tripomastigotas metacíclicos é a utilização de EIEC. Analisando 
 78
                                                                                                                                                             Discussão 
comparativamente o efeito da gp82, na sua forma recombinante, e da gp35/50 sobre a 
entrada de EIEC em células HeLa, vimos que essas moléculas têm efeitos opostos. 
Enquanto a gp82 inibe a invasão celular de EIEC, gp35/50 tem ação estimuladora (figura 
19). Consistente com esse achado, na infecção mista em que tripomastigotas metacíclicos 
foram colocados em contato com células HeLa antes de EIEC, a entrada da bactéria foi 
significativamente inibida pela cepa CL e marcadamente estimulada pela cepa G (figura 
17).  
Todos esses dados indicam que, ao se ligarem à célula hospedeira de maneira 
gp82-dependente, as formas metacíclicas da cepa CL induzem a ativação da cascata de 
sinalização que resulta na desorganização dos microfilamentos de actina do citoesqueleto, 
facilitando a invasão. Como o desarranjo dos microfilamentos de actina poderia contribuir 
para a invasão do T. cruzi? Os trabalhos com TCT em que essa questão foi abordada 
propuseram que a desorganização da actina teria o papel de facilitar o acesso de 
lisossomos ao sítio de invasão e a fusão dos lisossomos com a membrana plasmática 
forneceria material para a formação do vacúolo parasitóforo (Tardieux et al., 1992, 
Rodriguez et al., 1995).   Entretanto, estudos mais recentes, também com TCT, têm 
revelado que somente 20-25% de tripomastigotas utilizam a via dependente de lisossomos 
para entrar nas células alvo, sendo que 50% dos parasitos, ou até mais, valem-se de rota 
alternativa independente de actina (Woolsey et al., 2003). Segundo Wilkowsky et al. 
(2001), os compartimentos recém formados, contendo T. cruzi, interagem primeiro com 
compartimento endossomal precoce e subsequentemente com outros endossomos 
tardios, antes da interação com lisossomos. O que se preconiza atualmente é que, embora 
a contribuição dos lissosomos para a invasão celular do T. cruzi seja mínima (Woolsey et 
al., 2003), essas organelas são importantes para a retenção dos parasitos (Andrade e 
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Andrews, 2004), o que é consistente com o achado de que, uma hora após a entrada, 
100% dos vacúolos contendo o parasito têm marcação positiva para lisossomos (Woolsey 
e Burleigh, 2004). De acordo com estes últimos autores, a despolimerização de actina da 
célula hospedeira facilitaria a entrada do parasito no primeiro momento, mas se esse 
estado persistir, isso comprometeria a sua retenção e a associação com compartimentos 
endossomo/ lissosomo. Na entrada de tripomastigotas metacíclicos mediada por gp82, em 
seguida à despolimerização de F-actina deve ocorrer a polimerização, garantindo assim a 
retenção dos parasitos, que é um requisito para a infecção produtiva (Cortez et al., 2006b).   
Além de glicoproteínas de superfície, moléculas secretadas por tripomastigotas 
metacíclicos devem também participar do processo de invasão celular. Neste trabalho 
investigamos o envolvimento de cruzipaína, a cisteíno protease majoritária de T. cruzi, na 
entrada de formas metacíclicas em células HeLa. Meirelles et al. (1992) verificaram que 
cruzipaína tem participação na invasão de TCT e também na multiplicação intracelular do 
parasito. Nós observamos que formas metacíclicas da cepa CL expressam cruzipaína, 
mas a atividade dessa enzima não foi detectável na cepa G (figura 20). Atividade de 
cruzipaína não detectável na cepa G é provavelmente devido à ligação com a chagasina, 
um inibidor endógeno de cruzipaína. Chagasina é uma proteína termoestável, de cerca 12 
kDa, que se liga firmemente a cisteíno proteases (Monteiro et al., 2001). A participação da 
cruzipaína na entrada de tripomastigotas metacíclicos da cepa CL pôde ser observada 
através da inibição da atividade enzimática (figura 21).  
Segundo Scharfstein et al. (2000), que utilizaram TCT para os ensaios de invasão 
celular, o papel da cruzipaína é a de clivar cininogênio e gerar bradicinina que, ao ligar-se 
ao receptor de bradicinina tipo B2 (B2R), induz sinal de Ca2+ na célula hospedeira e 
propicia a entrada do parasito. Ainda de acordo com esses autores, a ação da cruzipaína 
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deve ocorrer no microambiente formado pela justaposição do parasito com a membrana 
da célula hospedeira, pois apenas inibidores permeáveis, mas não os solúveis, são 
capazes de inibir a invasão. Esse mecanismo não é ubíquo, sendo dependente do tipo 
celular e também da cepa ou clone de T. cruzi (Scharfstein et al., 2000; Todorov et al., 
2003).  
No caso das formas metacíclicas da cepa CL, aparentemente o mecanismo pelo 
qual cruzipaína atua na invasão celular não é através de B2R (figura 22).  Não é, 
certamente, pela ausência de receptor de bradicina em células HeLa que não detectamos 
o seu envolvimento, uma vez que a presença desse receptor foi confirmada. Quando 
expostas à bradicina, as células HeLa responderam com aumento de Ca2+ intracelular 
(figura 22). De que modo a cruzipaína atua na invasão de tripomastigotas metacíclicos é 
um tópico a ser investigado. Aparicio et al. (2004) descreveram uma via de utilização de 
cruzipaína independente de cininas e B2R. Nesse trabalho, observaram que o tratamento 
de tripomastigotas metacíclicos da cepa G com sobrenadante de Dm28, rico em 
cruzipaína, aumentou a infectividade dessa cepa.  Esse aumento se dá por altas 
concentrações de cruzipaína, mas também pela presença de um componente do T. cruzi, 
ainda não identificado, presente na membrana de pequenas vesículas liberadas pelos 
metacíclicos de cepas altamente infectantes, mas não presente na cepa G, que também 
não apresenta atividade de cruzipaína. Esta pode ser a via pela qual CL utiliza cruzipaína 
para invadir. 
A análise global dos resultados gerados neste trabalho e dos dados anteriores 
sobre o tema permite compreender melhor por que tripomastigotas metacíclicos das cepas 
G e CL diferem tanto em sua infectividade in vitro e in vivo. As formas metacíclicas da 
cepa CL utilizam preferencialmente a gp82 de sua superfície para aderir à célula 
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hospedeira. Essa ligação constitui a primeira etapa da via que é mais eficiente para a 
invasão celular produtiva, pois ela desencadeia cascatas de sinalização que promovem 
eventos facilitadores da invasão, como por exemplo, a desorganização da actina do 
citoesqueleto da célula hospedeira. Além disso, proteínas secretadas, como cruzipaína e 
SAP, podem favorecer ainda mais a entrada do parasito, através de mecanismos que 
ainda precisam ser esclarecidos. No caso de SAP, que tem atividade sinalizadora de Ca2+ 
(Baida et al., 2006), essa propriedade pode-se somar àquela da gp82 e potencializar o 
efeito promotor da invasão. Um outro fator que deve contribuir para a maior eficiência 
infectiva de tripomastigotas metacíclicos da cepa CL é a expressão de baixos níveis de 
gp90, a glicoproteína de  superfície que funciona como regulador negativo da invasão 
celular (Málaga e Yoshida, 2001).   
Na infecção oral em camundongos, após atingir o estômago, os parasitos sofrem a 
ação de enzimas proteolíticas em pH ácido. Essas condições não são suficientes para 
causar dano aos parasitos, pois estes têm a sua superfície coberta por moléculas do tipo 
mucina, extremamente resistentes à degradação por proteases (Mortara et al., 1992). 
Além disso, a gp82 de formas metacíclicas da cepa CL são resistentes à digestão péptica 
(Cortez et al., 2006a). Assim, ao atingirem as células epiteliais da mucosa gástrica, os 
parasitos devem interagir com as mesmas de maneira gp82-dependente, como na 
situação in vitro. Além de invadir eficientemente as células-alvo no estômago, a cepa CL 
replica muito bem como amastigotas e, entre outros fatores, isto pode ser devido à 
cruzipaína que, segundo Meirelles et al. (1992), tem papel na multiplicação intracelular.  
Os tripomastigotas metacíclicos da cepa G, que aderem à célula hospedeira de 
maneira gp35/50-dependente desencadeiam vias de sinalização distintas daquelas 
acionadas pela cepa CL, embora mobilização de Ca2+ aconteça em ambos os casos. A 
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ligação da gp35/50 não leva à desestruturação do citoesqueleto da célula hospedeira e 
isto pode representar menor eficiência na internalização do parasito. Para dificultar ainda 
mais a entrada de formas metacíclicas da cepa G, estas expressam altos níveis de gp90, 
o modulador negativo da invasão celular, baixos níveis de SAP e a ação da cruzipaína é 
bloqueada pelo seu inibidor, chagasina.  
Se as formas metacíclicas da cepa G expressassem uma isoforma de gp90 
suscetível à digestão péptica, a sua capacidade infectante por via oral poderia ser 
considerável. Cortez et al. (2006a) mostraram que determinadas cepas de T. cruzi, que 
invadem muito pouco a célula hospedeira in vitro por conta dos altos níveis de gp90 em 
sua superfície, podem ser muito eficientes em invadir o epitélio  da mucosa do estômago, 
devido à degradação de gp90 após contato com o suco gástrico. Contudo, a gp90 da cepa 
G é resistente à digestão péptica (Covarrubias et al., 2007), o que representa um bloqueio 
à penetração em células alvo. Além de invadir mal, a cepa G apresenta também 
desenvolvimento intracelular menor que a cepa CL, tanto in vitro quanto in vivo, na 
infecção oral  (figuras 4 e 6), possivelmente em função da ausência de atividade da 
cruzipaína.  
Na tabela 1 é mostrado um resumo com alguns componentes da cascata de 
sinalização de tripomastigotas metacíclicos das cepas G e CL envolvidos na invasão  
cellular até agora identificados por nosso grupo.  Nos esquemas das figuras 23 e 24 são 
mostradas as vias de sinalização ativadas tanto na célula hospedeira quanto nos 
tripomastigotas metacíclicos das cepas CL e G, respectivamente. Notar que os 
componentes utilizados por tripomastigotas metacíclicos da cepa cepa CL não são 
utilizados pela cepa G e vice-versa. 
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Componentes envolvidos na invasão 
Cepas do T. cruzi
CL           G 
 
 
   
gp82          +              - 
   
 gp35/50          -              + 
   
 Fosfolipase C          +              -  
   
Proteína quinase A          -              +  
   
 Proteína quinase C (clásicas)          +              - 
    
Inositoltrifosfato (IP3)          +              -  
   
 Fosfatidilinositol-3 quinase (PI3-K)          +              - 
  
 Reservatório de Ca+2 
      Retículo endoplasmático 
       Acidocalciossoma 
 
  
         +              -  
          -              +   
Tabela 1: Componentes das formas metacíclicas de T. cruzi
envolvidos na invasão celular
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Figura 23: Esquema das vias de sinalização ativadas nas células hospedeiras e nos 
parasitos da cepa CL durante a invasão.  
 
 
 
 85
                                                                                                                                                             Discussão 
 
 
 
 
               
 
 
 
Figura 24: Esquema das vias de sinalização ativadas nas células hospedeiras e nos 
parasitos da cepa G durante a invasão.  
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7. ANÁLISE DA CEPA 337 DE T. CRUZI (ZIMODEMA 3b) 
 
Os acúmulos de mutações durante a propagação clonal de T. cruzi formam diversas 
subpopulações heterogêneas, o que pode explicar as variações genotípicas e fenotípicas 
(Tibayrenc et al., 1990), que incluem crescimento, infectividade, histotropismo, 
antigenicidade, susceptibilidade a drogas e patogenicidade (Machado e Ayala, 2001). 
Estudos biológicos, bioquímicos e moleculares confirmam esta heterogeneidade (Macedo 
e Pena, 1998; Macedo et al., 2001; Devera et al., 2003). As diferenças encontradas entre 
as subpopulações de T. cruzi poderiam eventualmente estar associadas com a 
variabilidade das manifestações que vão desde infecções assintomáticas até severas 
lesões cardíacas e do trato digestório.  
Análises de isolados de T. cruzi de diferentes origens, com a finalidade de 
classificá-los e agrupá-los de acordo com algumas características, revelaram três grupos 
ou zimodemas: Z1, Z2 e Z3, apresentando padrão eletroforético de seis isoenzimas do 
parasito (Miles et al., 1977; 1978; 1980; Miles e Cibulskis, 1986). Zimodemas 1 e 3 foram 
associados com mamíferos silvestres, como o tatu, e zimodema 2 com casos humanos, 
animais domesticados e triatomíneos. Outros estudos foram feitos, com maior número de 
isolados e mais enzimas, mas não foi possível correlacionar zimodema com patologia, 
transmissão, distribuição geográfica e epidemiologia (Tibayrenc et al., 1986; 1993). 
Tipagens por PCR de mini-exon e da subunidade 24S alfa de rDNA (Fernandes et al., 
1998, 1999; Souto e Zingales, 1993) e por amplificação randômica de DNA polimórfico 
(RAPD) (Souto et al., 1996) permitiram agrupar T. cruzi em linhagem 1 e 2, sendo os 
isolados humanos catalogados, de um modo geral mas não exclusivamente, como da 
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linhagem 1 enquanto a linhagem 2 estaria mais relacionada ao ambiente silvestre. 
Fernandes et al. (1999) relacionam T. cruzi I com ciclo silvestre e T. cruzi II com isolados 
de humanos, sendo estes relacionados à maior morbidade.  
Em 1999 estabeleceu-se, por consenso, classificar como T. cruzi I parasitos antes 
agrupados em zimodema 1 ou linhagem 2, e como T. cruzi II aqueles incluídos em 
zimodema 2 ou linhagem 1 (Anônimo, 1999) A classificação dos isolados inseridos no 
chamado zimodema 3 ainda é controversa e não ficou pré-estabelecida nesse consenso. 
Algumas análises associam com T. cruzi I, enquanto outros resultados permitem 
classificá-los como similares a T. cruzi II (Tibayrenc et al., 1993; Souto et al., 1996; 
Fernandes et al., 1998; Zingales et al., 1998; Bastrenta et al., 1999; Santos et al., 2002). 
Brisse et al. (2000a; 2000b) sugerem que T. cruzi II possa ser subdividido em 5 subgrupos 
(IIa–IIe), sendo T. cruzi I mais homogêneo e consideram o subgrupo T. cruzi IIe como um 
híbrido, com marcadores genéticos correspondentes aos subgrupos IIb e IIc.  
Na fase final do trabalho de tese sobre as cepas G e CL, tivemos a oportunidade de 
realizar alguns experimentos com a cepa designada 337, pertencente ao zimodema Z3b, 
também considerada T. cruzi IIa, isolado de Saguinus fuscicollis weddelli, em Castro-AC e 
gentilmente cedida pela Dra. Marta Teixeira.  
Analisamos por “western blot” o perfil das moléculas de superfície gp90, gp82 e 
gp35/50 das formas metacíclicas da cepa 337, em comparação ao perfil das cepas G e 
CL. Como mostrado na figura 1, algumas diferenças foram observadas. Gp90 da cepa 337 
foi reconhecida não só pelo anticorpo monoclonal 5E7, mas também por 1G7, de maneira 
similar à cepa G. Por outro lado as moléculas do tipo mucina da cepa 337 reagiram com o 
anticorpo monoclonal 2B10, mas não com 10D8,  de maneira similar ás mucinas da cepa 
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CL, com a diferença de que uma banda de ~50 kDa, no lugar das diversas bandas na 
faixa de 30 a 60 kDa, foi detectada.  
Nos ensaios de invasão em células HeLa, os tripomastigotas metacíclicos da cepa 
337 apresentaram baixa infectividade, quando comparada à cepa CL. O aumento da 
proporção parasito:célula de 10:1 para 20:1 não resultou em aumento da invasão celular 
(dados não mostrados). Quando inoculados oralmente em camundongos Balb/c, as 
formas metacíclicas da cepa 337 produziram infecção subpatente, não sendo possível 
detectar formas tripomastigotas sanguíneas circulantes ao exame microscópico do sangue 
periférico.  
Procuramos determinar qual das moléculas de superfície, gp82 ou gp35/50, estaria 
envolvida na invasão celular das formas metacíclicas da cepa 337. Foram realizados 
ensaios de invasão na presença de cada uma dessas moléculas. Não houve inibição 
significativa na entrada do parasito em células HeLa na presença de gp35/50 ou de gp82, 
na sua forma recombinante (figura 2).  
Como a invasão celular de formas metacíclicas das cepas G e CL, mediada 
respectivamente por gp35/50 e gp82, está relacionada com a despolimerização de F-
actina e com recrutamento de actina, examinamos o efeito da desorganização da actina 
do citoesqueleto na entrada da cepa 337.  Nos experimentos em que as células HeLa 
foram tratadas com citocalasina D ou  latrunculina B, apenas esta última, que forma 
complexos com monômeros de actina, impedindo que haja sua polimerização (Coué et al., 
1987; Spector et al., 1989), teve algum efeito inibitório sobre a invasão (figura 3). Este 
resultado é difícil de interpretar.  
Em seguida, realizamos ensaios de infecção mista com EIEC, que modula positiva 
e negativamente a entrada das cepas G e CL em células HeLa, respectivamente. A figura 
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4 mostra uma inibição significativa da invasão de formas metacíclicas da cepa 337, 
independente de se EIEC foi acionado antes ou depois, resultado semelhante àquele 
obtido com a cepa CL. Esses dados não permitem qualquer conclusão sobre o mecanismo 
de invasão celular desta cepa pertencente ao zimodema Z3, sendo necessários mais 
experimentos para esclarecer a questão.   
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Figura 1: Perfil de moléculas de superfície de tripomastigotas metacíclicos da cepa 
337 de T. cruzi (Z3b). Extratos em detergente NP-40 de 3 x 107 parasitoss, das cepas 
indicadas, foram analisados por “Western blot”, utilizando os anticorpos monoclonais 3F6, 
10D8, 2B10, 1G7 e 5E7.  
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Figura 2: Efeito das moléculas de superfície de T. cruzi na invasão celular da cepa 
Z3. Células HeLa foram incubadas  por 15 minutos com 15 μg/ml de gp35/50 ou 20 μg/ml 
de r-gp82 ou GST purificadas, antes da incubação de 1 hora com tripomastigotas 
metacíclicas da cepa Z3. Os valores são médias + desvio padrão de 3 experimentos 
independentes realizados em duplicata. Não houve diferença significativa entre o controle 
e o tratamento com as moléculas de T. cruzi. 
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Figura 3: Efeito do tratamento de células HeLa com drogas que interferem na 
polimerização de actina sobre a invasão celular da cepa 337 de T. cruzi  (Z3b). 
Células HeLa foram tratadas ou não com 2 μg/ml de citocalasina D ou 0,2 μg/ml de 
latrunculina B  por 15 minutos, sendo a droga retirada por lavagens antes da incubação de 
1 hora com os tripomastigotas metacíclicos. Os valores são médias + desvio padrão de 4 
experimentos independentes realizados em duplicata. Houve redução significativa quando 
as células foram tratadas com latrunculina B (P<0.01).  
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Figura 4: Co-infecção de células HeLa com EIEC e formas metacíclicas da cepa 337 
de T. cruzi (Z3b). Células HeLa foram incubadas ou não com EIEC por 15 minutos antes 
da adição de T. cruzi, ou com T. cruzi 15 minutos antes da adição de EIEC, seguindo-se 
então 1 hora de incubação. Os valores são médias + desvio padrão de 4 experimentos 
independentes realizados em duplicata. A invasão da cepa 337 foi inibida 
significativamente por EIEC (P<0.0001) em ambas as situações.  
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The disassembly of host cell actin cytoskeleton as a facilitator of Trypanosoma cruzi invasion has been
reported by some authors, while other workers claim that it instead inhibits internalization of the parasite. In
this study we aimed at elucidating the basis of this discrepancy. We performed experiments with metacyclic
trypomastigotes of T. cruzi strains G and CL, which differ markedly in infectivity and enter target cells by
engaging the surface molecules gp35/50 and gp82, respectively, which have signaling activity. Treatment of
HeLa cells with the F-actin-disrupting drug cytochalasin D or latrunculin B inhibited the invasion by strain
G but not the invasion by strain CL. In contrast to cells penetrated by strain CL, which were previously shown
to have a disrupted actin cytoskeleton architecture, no such alteration was observed in HeLa cells invaded by
strain G, and parasites were found to be closely associated with target cell actin. Coinfection with enteroin-
vasive Escherichia coli (EIEC), which recruits host cell actin for internalization, drastically reduced entry of
strain CL into HeLa cells but not entry of strain G. In contrast to gp82 in its recombinant form, which induces
disruption of F-actin and inhibits EIEC invasion, purified mucin-like gp35/50 molecules promoted an increase
in EIEC uptake by HeLa cells. These data, plus the finding that drugs that interfere with mammalian cell
signaling differentially affect the internalization of metacyclic forms of strains G and CL, indicate that the host
cell invasion mediated by gp35/50 is associated with signaling events that favor actin recruitment, in contrast
to gp82-dependent invasion, which triggers the signaling pathways leading to disassembly of F-actin.
Many pathogenic microorganisms exploit host cell compo-
nents or even subvert cellular functions for invasion. Host cell
actin cytoskeleton rearrangement, for instance, is a strategy
used by diverse enteropathogenic bacteria, such as Listeria,
Yersinia, Shigella, and Salmonella, for internalization. In order
to induce target cell actin remodeling, Listeria and Yersinia
engage transmembrane cell adhesion proteins, whereas Shi-
gella and Salmonella use a specialized protein secretion system
to inject into host cells virulence factors that trigger a variety of
signaling pathways (11, 34).
Trypanosoma cruzi, the agent of Chagas’ disease, is an obli-
gate intracellular parasite that infects different mammalian cell
types. According to some authors, T. cruzi internalization is
independent of the host cell actin cytoskeleton so that treat-
ment of target cells with cytochalasin D, a drug that disrupts
actin microfilaments, does not affect or increases parasite in-
vasion (29, 35). On the other hand, other authors have claimed
that this drug has an inhibitory effect on T. cruzi entry into
diverse cell types, including fibroblasts, skeletal muscle myo-
blasts, cardiomyocytes, and resident peritoneal macrophages
(3, 24). This discrepancy, observed in experiments with tissue
culture trypomastigotes (TCT), extends to metacyclic trypo-
mastigotes, the developmental forms that in natural infections
are responsible for the first T. cruzi interaction with host cells.
Schenkman and Mortara (28) have found that entry of meta-
cyclic forms into HeLa cells is not affected by cytochalasin D,
whereas Osuna et al. (20) have shown that the invasion process
is significantly inhibited by latrunculin B, a drug that also alters
the state of actin polymerization. The basis of these differences
is unknown. Here we investigated the possibility that target cell
actin cytoskeleton-dependent or -independent invasion of T.
cruzi is determined by the parasite surface molecules that are
differentially expressed in different strains and, upon binding to
the host cell receptors, trigger the signaling routes leading to
differential F-actin reorganization.
Metacyclic forms of T. cruzi strains G and CL, which belong
to highly divergent genetic groups (7) and differ markedly in
infectivity in vitro and in vivo (25, 40), invade host cells by
engaging the cell adhesion glycoproteins gp35/50 and gp82 (22,
43), respectively, which are structurally diverse molecules.
gp35/50 molecules are highly glycosylated mucin-like mole-
cules with glycans O linked to threonine residues in the protein
core through N-acetylglucosamine (1, 30). Strain G gp35/50
binds to target cells through the carbohydrate portion contain-
ing a -galactofuranose residue. Strain CL expresses a variant
form of mucin lacking -galactofuranose (41). gp82 is a glyco-
protein containing N-linked oligosaccharide (22), and the car-
bohydrate portion is not involved in cell adhesion and invasion
(25). Its cell binding site is a peptide sequence, possibly formed
by juxtaposition of two charged sequences separated by a hy-
drophobic stretch (18). Although gp82 is expressed in both
strains, evidence shows that strain G metacyclic forms prefer-
entially use gp35/50 to interact with the host cell, possibly
because the cell adhesion capacity of gp35/50 is higher than
that of gp82 (25). Both gp35/50 and gp82 are signaling mole-
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cules that induce host cell Ca2 mobilization (25). We presume
that the binding of gp35/50 and gp82 to their respective recep-
tors, which so far have not been identified, leads to activation
of distinct signaling pathways. Recently, we have found that the
recombinant form of gp82 induces F-actin depolymerization in
HeLa cells and inhibits the uptake of enteroinvasive Esche-
richia coli (EIEC), a process that depends on actin cytoskele-
ton (10). As metacyclic forms of strain G rely predominantly
on gp35/50 mucins to enter target cells, in contrast to strain CL
parasites that invade cells in a gp82-mediated manner (42, 43),
they could use distinct mechanisms, associated with recruit-
ment of F-actin. A series of experiments were performed to
validate this hypothesis.
MATERIALS AND METHODS
Parasites, mammalian cell culture, and invasion assays. T. cruzi strains G (40)
and CL (6) were maintained cyclically in mice and in liver infusion tryptose (LIT)
medium. The conditions used for differentiation of epimastigotes into metacyclic
trypomastigotes were different for strains G and CL. In LIT medium cultures
containing 5% fetal bovine serum, about 30 to 40% of the strain G parasites
differentiated into metacyclic forms. To obtain a similar rate of differentiation,
strain CL was grown for one passage in Grace’s medium by seeding 5 ml of a LIT
medium culture into 35 ml of medium with less than 1% serum. Metacyclic forms
from cultures in the stationary growth phase were purified by passage through a
DEAE-cellulose column, as described previously (36). HeLa cells, which are
human carcinoma-derived epithelial cells, were grown at 37°C in Dulbecco’s
minimum essential medium supplemented with 10% fetal calf serum, strepto-
mycin (100 g/ml), and penicillin (100 U/ml) in a humidified 5% CO2 atmo-
sphere. Cell invasion assays were carried out as described elsewhere (43) by
seeding the parasites into each well of 24-well plates containing 13-mm-diameter
round glass coverslips coated with 1.5  105 HeLa cells. After 1 h of incubation
with parasites, the duplicate coverslips were washed in phosphate-buffered saline
(PBS), fixed in methanol, and stained with Giemsa stain, and the intracellular
parasites in at least 500 stained cells were counted.
Visualization of HeLa cell actin fibers. HeLa cells were seeded onto 13-mm
round glass coverslips in 24-well plates and grown for 20 h at 37°C. After washing
in PBS, HeLa cells were fixed with acetone at 20°C for 5 min and then
incubated with Alexa Fluor 488 phalloidin (Molecular Probes) in PBS containing
1% bovine serum albumin at room temperature for 30 min before microscopic
visualization. Images of stress fibers were obtained with a confocal system (Zeiss
Axiovert 100 M) using a 63 1.3 oil objective and the LSM 510 Expert Mode SP2
software.
Assays for detection of colocalized T. cruzi and host cell actin. HeLa cells were
infected with metacyclic trypomastigotes, and then the cells were fixed with 3.5%
formaldehyde in PBS for 1 h at room temperature, washed in PBS, and treated
with 50 mM NH4Cl for 15 min. After washing with PBS and soaking in PBS
containing 0.15% gelatin and 0.05% NaN3 (PGN solution), cells were permeab-
ilized with 0.5% Triton X-100 in PBS for 10 min, washed in PBS, and treated with
PGN solution containing antibodies directed to metacyclic trypomastigote sur-
face molecules, followed by fluorescein isothiocyanate conjugate for visualization
of parasites, phalloidin-rhodamine (Sigma-Aldrich) for F-actin localization, and
DAPI (4,6-diamino-2-phenylindole dihydrochloride) (Molecular Probes) for
nuclear staining. Images were acquired with a Nikon E600 fluorescence micro-
scope coupled to a Nikon DXM 1200F digital camera using the ACT-1 software.
Purification of native gp35/50 and recombinant gp82. gp35/50 was obtained
from strain G metacyclic forms as previously described (42). The recombinant
protein containing the full-length T. cruzi gp82 sequence in frame with glutathi-
one S-transferase (GST), designated J18 (GenBank database accession number
L14824), was produced in E. coli DH5- transformed with a pGEX-3 construct
containing the gp82 gene, as described previously (27). J18 and GST were
purified by a procedure described elsewhere (10).
Bacterial invasion assays. Enteroinvasive E. coli O28ac was used for bacterial
invasion assays. Experiments were performed in 24-well plates containing 13-
mm-diameter round glass coverslips coated with 1.5  105 HeLa cells, using a
multiplicity of infection of 100. After 1 h of incubation at 37°C, the cells were
washed with PBS, and the preparations were incubated for another 1 h in the
presence of 100 g/ml gentamicin to kill extracellular bacteria. Following washes
in PBS, the coverslips were stained with Giemsa stain. EIEC internalization was
also ascertained in parallel assays in which viable intracellular bacteria were
quantified by plating infected cell lysates in LB agar plates. Briefly, upon cell lysis
with Triton X-100 and plating in LB agar plates supplemented with 40 g/ml
kanamycin, followed by overnight incubation at 37°C, the CFU were counted.
Treatment of HeLa cells with drugs. HeLa cells were treated with 2 g/ml
cytochalasin D or 0.2 g/ml latrunculin B for 15 min or with 250 M genistein,
10 M forskolin, 1 M thapsigargin, or 100 nM wortmannin for 30 min. Other
treatments included incubation at 37°C with 100 nM 4-phorbol myristate 13-
actetate (PMA) for 20 min or with 1 M U73122 for 4 min. After treatment, the
drug was washed out with PBS before cell invasion assays were performed.
Statistics. Student’s t test was used to determine significance in T. cruzi and
EIEC cell invasion assays.
RESULTS
Invasion by T. cruzi strains G and CL is differentially af-
fected by treatment of host cells with F-actin-disrupting drugs.
To examine the requirement for host cell actin cytoskeleton for
metacyclic trypomastigote internalization, HeLa cells were
treated with cytochalasin D or latrunculin B. These treatments
altered the normal actin cytoskeleton architecture (data not
shown). After the drug was washed out, the cells were incu-
bated with parasites for 1 h at 37°C. Following fixation and
Giemsa staining, the internalized parasites were counted. As
shown in Fig. 1A, infection by strain G was significantly reduced
in drug-treated cells, whereas the infectivity of strain CL was
unaffected. We also determined the effects of the two F-actin-
disrupting drugs on Vero cells. The results were similar to those
obtained with HeLa cells. Treatment of Vero cells with cytocha-
lasin D or latrunculin B inhibited the internalization of strain G
but not the internalization of strain CL (data not shown).
Internalization of metacyclic forms of strain G is associated
with host cell actin recruitment. We previously observed a
disrupted actin cytoskeletal architecture in HeLa cells invaded
by strain CL metacyclic forms (10). The inhibitory effects of
cytochalasin D and latruculin B on HeLa cell invasion by strain
G (Fig. 1A) indicated that this parasite used a distinct strategy,
possibly recruiting actin for internalization, like many entero-
pathogenic bacteria. To demonstrate that this is indeed the
case, two sets of experiments were performed. In one set, strain
G metacyclic forms were incubated with HeLa cells for 1 h. After
fixation, the cells were processed as described in Materials and
Methods for visualization of parasites, F-actin, and cell nuclei. We
found that there was a close association between invading para-
sites and host cell actin. Figure 1B shows a parasite in the process
of penetrating HeLa cells, with its internalized portion colocalized
with actin. By contrast, confirming our previous findings (10), a
disorganized actin cytoskeleton was seen in HeLa cells invaded by
strain CL metacyclic forms (Fig. 1B).
In another set of assays, HeLa cells were coinfected with T.
cruzi metacyclic trypomastigotes and enteroinvasive EIEC.
This bacterium has an invasion plasmid similar to that har-
bored by Shigella and the same mode of host cell infection (17,
26), and its uptake by nonphagocytic mammalian cells depends
on the target cell actin cytoskeleton. We expected that, in
contrast to invasion by strain CL metacyclic forms, which is
greatly diminished when HeLa cells are coinfected with EIEC
(10), strain G internalization would be either unaltered or
enhanced by EIEC. HeLa cells were incubated with EIEC for
15 min before coincubation with metacyclic forms for 1 h.
Following gentamicin treatment for 1 h, fixation, and staining,
the intracellular parasites were counted. Coinfection with
EIEC did not significantly affect HeLa cell entry by strain G
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(Fig. 2A). We also examined the effect of coinfection on the
rate of bacterial uptake by adding T. cruzi to HeLa cells 15 min
before EIEC was added. Compared to the controls incubated
with EIEC alone, a significant increase in the number of EIEC-
infected cells was observed in the presence of strain G, whereas
strain CL had an inhibitory effect (Fig. 2B).
T. cruzi gp35/50 mucins and J18 differentially affect EIEC
uptake by HeLa cells. We presumed that the differential effects
on EIEC uptake by HeLa cells observed in coinfection exper-
iments with T. cruzi strains (Fig. 2B) were determined by
gp35/50 and gp82, the surface molecules with signal-inducing
activity that mediate host cell invasion by strains G and CL,
respectively (25). Binding of these molecules to their receptors
would trigger the signaling process, leading to actin microfila-
ment rearrangements. This hypothesis was tested by analyzing
the effects of purified molecules on EIEC entry into HeLa
cells. We used native gp35/50 mucins and J18, a recombinant
protein corresponding to full-length gp82 fused to GST, which
exhibits properties similar to those of the native molecule (25).
FIG. 1. Requirement of host cell actin cytoskeleton for invasion by
metacyclic forms of T. cruzi strain G. (A) HeLa cells pretreated with
cytochalasin D (CD) or latrunculin B (LB) were incubated for 1 h with
metacyclic forms of strain G or CL. After fixation and Giemsa staining,
the internalized parasites were counted. The values are the means 
standard deviations of three independent experiments performed in
duplicate. Infection by strain G was significantly inhibited in HeLa cells
treated with cytochalasin D (P	 0.0001) or latrunculin B (P	 0.0005).
(B) Metacyclic forms were incubated with HeLa cells for 1 h, followed
by processing of cells for staining with anti-T. cruzi antibodies and
fluorescently conjugated immunoglobulin G (green), with phalloidin-
rhodamine for F-actin localization (red), and with DAPI for visualiza-
tion of nuclei (blue). Note that in the HeLa cell invaded by strain G the
parasite penetration is apparently associated with actin recruitment
(arrows), whereas in the cell invaded by strain CL the actin cytoskel-
eton architecture is disrupted, in contrast to that of the neighboring
noninfected cell displaying a normal appearance, which has visible
stress fibers.
FIG. 2. Coinfection of HeLa cells with T. cruzi and EIEC.
(A) HeLa cells were incubated with or without EIEC for 15 min before
addition of metacyclic trypomastigotes. (B) HeLa cells were incubated
with or without T. cruzi for 15 min before addition of EIEC. In both
cases, after 1 h of incubation at 37°C, the cells were washed, treated
with gentamicin for 1 h, fixed, and stained with Giemsa stain. The
numbers of intracellular parasites in the EIEC experiments (A) and
the numbers of EIEC-infected cells in the T. cruzi experiments
(B) were determined by counting at least 500 cells. The values are the
means  standard deviations of four independent assays performed in
duplicate. In the EIEC experiments (A), infection by T. cruzi strain CL
was significantly inhibited by EIEC (P 	 0.0001). In the T. cruzi
experiments (B), EIEC uptake was significantly increased by coinfec-
tion with strain G (P	 0.05) and was inhibited by strain CL (P	 0.05).
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After we checked the purity and identity of gp35/50 and J18
(Fig. 3A and B), that gp35/50 and J18 bound to HeLa cells in
a dose-dependent and saturable manner (Fig. 3C), and that
only J18 had an actin cytoskeleton-disrupting effect (Fig. 3D),
EIEC invasion assays were performed.
gp35/50 and J18 had opposite effects on bacterial uptake by
HeLa cells. While gp35/50 mucins significantly increased EIEC
internalization, J18 greatly inhibited bacterial invasion com-
pared to untreated or GST-treated controls (Fig. 4A). gp35/50
was also capable of promoting the uptake of noninvasive EIEC
(data not shown). To further ascertain that EIEC internaliza-
tion was impaired by J18, viable intracellular bacteria were also
quantified by plating infected cell lysates on LB agar plates and
counting the CFU after overnight incubation at 37°C. Signifi-
cantly reduced bacterial growth was observed in cells treated
with J18 compared to the growth in untreated or GST-treated
controls, whereas bacterial growth was increased in gp35/50-
treated cells (Fig. 4B). In the presence of J18, not only were
fewer cells infected but also fewer bacteria per cell were found
(Fig. 4C). We also tried to quantify the bacterial invasion by
determining the number of internalized bacteria. However, as
this is extremely difficult unless the number of bacteria per cell
is small, we counted the cells containing up to 16 bacteria/cell
for 200 EIEC-infected cells and found 20 to 24% such cells in
untreated and GST-treated cells and 
14% and 
56% such
cells in gp35/50- and J18-treated cells, respectively.
FIG. 3. Purity and properties of gp35/50 and J18. (A) Schiff staining of sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis gel containing
gp35/50 purified from strain G metacyclic forms and immunoblot revealed with specific monoclonal antibody 10D8 (MAb 10D8). (B) Silver staining
of sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis gel containing J18, a recombinant protein corresponding to full-length gp82 fused to
GST, and immunoblot revealed with monoclonal antibody 3F6 (MAb 3F6). (C) HeLa cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS, blocked
with PBS containing 10% fetal calf serum, and incubated for 1 h with gp35/50, J18, or GST. The reaction was revealed by sequential incubation
with specific antibodies and anti-mouse immunoglobulin G conjugated to peroxidase. O.D.492, optical density at 492 nm. (D) HeLa cells were
incubated for 15 min in the absence or in the presence of gp35/50 or J18 at a concentration of 20 g/ml. After acetone fixation and staining with
Alexa Fluor 488 pahlloidin, confocal images of actin fibers were obtained with a confocal system (Zeiss Axiovert 100 M). Note the disruption of
stress fibers in cells treated with J18. Scale bars, 20 m.
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Distinct signaling routes are induced in host cells by T. cruzi
strains G and CL. Metacyclic forms of strains G and CL, as
well as the purified native gp35/50 and gp82 molecules, can
trigger Ca2 signaling in HeLa cells (25). Whether this Ca2
response results from activation of different signaling pathways
during invasion by these T. cruzi strains is unknown. Our find-
ing that EIEC entry into HeLa cells is differentially affected by
coinfection with strains G and CL (Fig. 2B), as well as by
purified gp35/50 and J18 (Fig. 4), suggested that distinct sig-
naling cascades are triggered by these parasites. To address
this question, we performed assays in which HeLa cells were
treated with drugs that interfere with cell signaling before
incubation with parasites. Pretreatment of HeLa cells with
forskolin, an activator of adenylate cyclase (31), increased in-
vasion by strain G but not invasion by strain CL (Fig. 5A). On
the other hand, invasion by strain CL but not invasion by strain
G was significantly reduced by pretreatment of HeLa cells with
PMA, which can downregulate protein kinase C (PKC) and
inhibit diverse cell processes (14, 15, 19), with the lipid kinase
inhibitor wortmannin, or with thapsigargin (Fig. 5B to D).
Genistein, a specific inhibitor of protein tyrosine kinase (2),
and U73122, a specific inhibitor of phospholipase C (5), had no
significant effect on internalization of strain G or CL (data not
shown).
FIG. 4. Differential effects of gp35/50 and J18 on EIEC entry into HeLa cells. (A) Purified gp35/50 at a concentration of 15 g/ml and J18 or
GST at a concentration of 20 g/ml were added to HeLa cells 15 min before seeding of EIEC and maintained throughout incubation for 1 h at
37°C. After an additional 1 h of incubation in the presence of gentamicin and staining with Giemsa stain, the numbers of cells containing bacteria
were determined for at least 500 cells. The values are the means  standard deviations of three experiments performed in duplicate. There was
a significant difference between the untreated control and samples treated with gp35/50 (P 	 0.05) or J18 (P 	 0.001). (B) Quantification of
internalized bacteria, performed by plating infected cell lysates on LB agar plates and, after overnight incubation, counting the CFU. The values
are the means  standard deviations of three experiments. There was a significant difference between the untreated control and samples treated
with gp35/50 (P 	 0.01) or J18 (P 	 0.0001). (C) Giemsa-stained preparations showing that there were fewer bacteria per cell in J18-treated
samples than in untreated or gp35/50-treated samples.
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DISCUSSION
Our data indicate that metacyclic trypomastigotes of T. cruzi
strains G and CL invade host cells predominantly through
actin cytoskeleton-dependent and -independent routes, respec-
tively, by engaging distinct surface molecules for attachment
and triggering distinct signal transduction pathways.
Host cell invasion by strain CL metacyclic forms, mainly
mediated by the surface molecule gp82, is associated with
F-actin disassembly (10). In contrast to this mode of entry,
gp35/50-mediated invasion by strain G metacyclic forms de-
pends on target cell actin cytoskeleton (Fig. 1), as suggested by
several observations. Treatment of HeLa cells with cytochala-
sin D or latrunculin B inhibited the internalization of strain G
(Fig. 1A), and HeLa cell entry by EIEC, a process that involves
actin recruitment (10), was increased by purified gp35/50 mol-
ecules (Fig. 4). Coinfection with EIEC and strain G augmented
the bacterial uptake by HeLa cells (Fig. 2B). In addition, in-
vading metacyclic forms of strain G were found in close asso-
ciation with host cell actin (Fig. 1B).
It has been reported that host cell F-actin is disassembled
during invasion by TCT of T. cruzi as a direct consequence of
increases in Ca2 levels (23). Ca2 is mobilized in mammalian
cells upon activation of signal transduction pathways induced
by T. cruzi, and this is a requirement for parasite internaliza-
tion (9, 13, 41). Metacyclic trypomastigotes of both strains G
and CL, as well as purified native gp35/50 and gp82 molecules,
trigger an increase in the cytosolic Ca2 concentration in HeLa
cells (25). The Ca2 dependence of host cell actin cytoskeleton
disruption has been observed during gp82-dependent penetra-
tion by strain CL metacyclic forms (10).
Although both metacyclic trypomastigotes and TCT rely on
Ca2 signaling for cell invasion, presumably there are differences
in the infection processes of these parasite forms. TCT do not
express the gp35/50 or gp82 molecule; they do express larger
mucin-like glycoproteins (70 to 200 kDa), as well members of the
gp85/sialidase family to which the metacyclic molecule gp82 also
belongs, but it is not known whether these TCT molecules have
Ca2 signal-inducing activity (41). The sole TCT factor reported
to induce host cell Ca2 mobilization by itself and to promote
parasite internalization is a soluble compound whose identity is
unknown (23). It is also not known whether there is any difference
in infectivity between TCT of strains G and CL.
The hypothesis that different signaling routes are activated in
HeLa cells during invasion by strains G and CL is supported by
the finding that pretreatment of HeLa cells with a panel of drugs
that interfere with cell signaling differentially affects strain G and
CL internalization (Fig. 5). For instance, invasion by metacyclic
forms of strain CL, but not invasion by metacyclic forms of strain
G, was inhibited by thapsigargin (Fig. 5D), a drug that depletes
Ca2 stores by specific inhibition of the endoplasmic reticulum
Ca2 ATPase (37). The Ca2 required for strain CL internaliza-
tion is probably released from thapsigargin-sensitive stores in a
process independent of inositol 1,4,5-triphosphate (InsP3), pro-
vided that the treatment of HeLa cells with a specific inhibitor of
phospholipase C, which mediates InsP3 production (4), has no
effect on invasion. The InsP3-sensitive Ca
2 pool is a subset of the
thapsigargin-sensitive Ca2 pool (39). Thapsigargin can release
Ca2 from an intracellular store by a mechanism that is indepen-
dent of hydrolysis of phosphoinositides and the concomitant ac-
tivation of protein kinase C (16). In this regard, it is noteworthy
that downregulation of HeLa cell PKC by PMA inhibited inva-
sion by strain CL metacyclic forms (Fig. 5B). A key function of the
PKC family in many systems is regulation of ion channel activity
(32), including Ca2 influx through Ca2 channels in different cell
types (21, 33). In addition to PKC, the lipid kinase phoshoino-
sitide 3-kinase appears to be part of the signaling cascade trig-
gered by strain CL but not by strain G (Fig. 5C). Phoshoinositide
3-kinase may be activated upstream of PKC (38) and exert its
effect through PKC (12). In contrast to strain CL invasion, HeLa
cell entry by strain G is stimulated by the adenylate cyclase acti-
vator forskolin (Fig. 5A), indicating that there is involvement of
cAMP, which converges with Ca2 signaling pathways at impor-
tant molecular loci in nonexcitable cells (8). What remains to be
determined is whether the distinct signaling pathways triggered by
strains G and CL are linked to F-actin disruption or to the actin
recruitment process.
It is noteworthy that upon treatment of target cells with
drugs that inhibit internalization of strain CL metacyclic forms
(Fig. 5), the rate of host cell invasion was roughly comparable
to the rate of host cell invasion by the strain G parasites, raising
the possibility that the baseline invasion may be due a mech-
anism similar to that used by strain G and could involve the
strain CL mucin-like gp35/50 molecules lacking -galacto-
FIG. 5. Effects of treatment of HeLa cells with different drugs on
invasion by T. cruzi strains G and CL. In all assays (A to D), HeLa cells
were treated with a drug, which was washed out before a 1-h incuba-
tion with parasites. The values are the means  standard deviations of
four independent assays. The difference between forskolin-treated
cells and untreated controls was significant (P 	 0.01) for strain G
invasion. For strain CL, there was a significant difference between
untreated cells and cells treated with PMA (P 	 0.0001), wortmannin
(P 	 0.05), or thapsigargin (P 	 0.01).
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furanose. This mechanism, plus the highly effective gp82-me-
diated invasion process, could contribute to the higher infec-
tivity of strain CL than of strain G.
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Outbreaks of severe acute Chagas’ disease acquired by oral infection, leading to death in some cases, have occurred in recent years.
Using the mouse model, we investigated the basis of such virulence by analyzing a Trypanosoma cruzi isolate, SC, from a patient with
severe acute clinical symptoms, who was infected by oral route. It has previously been shown that, upon oral inoculation into mice,
T. cruzi metacyclic trypomastigotes invade the gastric mucosal epithelium by engaging the stage-speciﬁc surface glycoprotein gp82,
whereas the surface molecule gp90 functions as a down-modulator of cell invasion. We found that, when orally inoculated into mice,
metacyclic forms of the SC isolate, which express high levels of gp90, produced high parasitemias and high mortality, in sharp contrast
with the reduced infectivity in vitro. Upon recovery from the mouse stomach 1 h after oral inoculation, the gp90 molecule of the parasites
was completely degraded, and their entry into HeLa cells, as well as into Caco-2 cells, was increased. The gp82 molecule was more resis-
tant to digestive action of the gastric juice. Host cell invasion of SC isolate metacyclic trypomastigotes was augmented in the presence of
gastric mucin. No alteration in infectivity was observed in T. cruzi strains CL and G which were used as references and which express
gp90 molecules resistant to degradation by gastric juice. Taken together, our ﬁndings suggest that the exacerbation of T. cruzi infectivity,
such as observed upon interaction of the SC isolate with the mouse stomach components, may be responsible for the severity of acute
Chagas’ disease that has been reported in outbreaks of oral T. cruzi infection.
 2007 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
Keywords: Trypanosoma cruzi; Oral infection; Metacyclic trypomastigotes; Host factors; Modulation of infectivity; Cell invasion1. Introduction
Oral infection by Trypanosoma cruzi, the agent of Cha-
gas’ disease, was the focus of attention in 2005 when there
was an outbreak of acute cases of the disease in the southern
State of Santa Catarina, Brazil, as a result of ingestion of
sugar cane juice contaminated with the parasite. The source
of contamination was attributed to T. cruzi-infected triato-
mine insects thatwere crushed alongwith the sugar cane dur-
ing preparation of the juice. According to health authorities,
26 people were infected and three died. It was also reported
in early 2005 that several people were orally infected with0020-7519/$30.00  2007 Australian Society for Parasitology Inc. Published b
doi:10.1016/j.ijpara.2007.05.013
* Corresponding author. Tel.: +55 11 5576 4532; fax: +55 11 5571 1095.
E-mail address: nyoshida@ecb.epm.br (N. Yoshida).T. cruzi in the far north State of Amapa´, which borders
French Guiana. The most recent outbreak of Chagas’ disease,
with one death, occurred in the northern State of Para´ in
mid-2006. All infected people had ingested juice made from
bacaba, a fruit typical of the region (http://www.promed
mail.org/pls/askus/f?p=2400:1001: 4284411922958448763::
NO::F2400_P1001_BACK_PAGE, F2400_P1001_PUB_
MAIL_ID:1010,33766; http://portal.saude.gov.br/portal/
saude/visualizar_texto. cfm?idtxt=24541). Before these epi-
sodes of oral infection, others had been reported. Back in
1986, in the northeast State of Paraı´ba, after drinking sugar
cane juice, many people became ill, 20 were diagnosed as
T. cruzi-positive and one died (Shikanai-Yasuda et al., 1991).
Oral infection with T. cruzi, illustrated by these episodes,
may be more frequent than previously thought (Pinto Dias,
2006) and, depending on the locality, may constitute any Elsevier Ltd. All rights reserved.
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more than 50% of acute cases of Chagas’ disease recorded
between 1968 and 2000 were attributable to microepidemics
of orally transmitted infection (Coura et al., 2002).
It has been shown in mice that insect-derived metacyclic
trypomastigotes inoculated orally invade and replicate in the
gastric mucosa, which serves as a unique portal or entry for
systemic infection (Hoft, 1996; Hoft et al., 1996). Using meta-
cyclic forms generated in culture, we have found that T. cruzi
infective capacity by oral route is associated with the ability to
interact with gastric mucin and to invade the underlying epi-
thelial cells, through the engagement of the stage-speciﬁc sur-
face molecule gp82 (Neira et al., 2003). The gp82 molecule
promotes cell invasion by inducing the signal transduction
pathways leading to Ca2+ mobilization (Ruiz et al., 1998;
Neira et al., 2002), which is an essential requirement for para-
site internalization (Moreno et al., 1994; Tardieux et al., 1994;
Dorta et al., 1995). Metacyclic trypomastigotes of T. cruzi
strains belonging to highly divergent genetic groups express
highly conserved gp82 molecules, with an overall 97.9% iden-
tity in amino acid sequence, and 100% identity with regard to
the central domain containing themammalian cell binding site
(Yoshida, 2006).
Recent ﬁndings from experiments in mice inoculated
orally with metacyclic trypomastigotes have indicated that
host factors modulate parasite infectivity (Cortez et al.,
2006), suggesting the possibility that this is associated with
the higher lethality of oral T. cruzi infection. In this study,
to further clarify the mechanisms of this mode of infection,
we performed a series of experiments using, we believe for
the ﬁrst time, a T. cruzi isolate from a patient who was
infected by oral route.
2. Materials and methods
2.1. Parasites, mammalian cell culture and invasion assays
The T. cruzi isolate, designated SC, was derived from a
patient at the acute phase of Chagas’ disease, who was
infected in the state of Santa Catarina, Brasil, in 2005, after
ingestion of sugar cane juice. Trypanosoma cruzi strains
CL, isolated from the insect Triatoma infestans (Brener
and Chiari, 1963), and G, isolated from an opossum
(Yoshida, 1983), were used as references. The parasites
were maintained cyclically in mice and in liver infusion
tryptose (LIT) medium containing 5% FBS (Cultilab, Sa˜o
Paulo, Brazil). In the case of the CL strain, as its rate of dif-
ferentiation into metacyclic forms is very low in LIT med-
ium, it was grown for one passage in Grace’s medium.
Metacyclic forms from cultures at the stationary growth
phase were puriﬁed by passage through a DEAE-cellulose
column (Sigma), as described (Teixeira and Yoshida,
1986). HeLa cells, the human carcinoma-derived epithelial
cells and Caco-2 cells, which are derived from a human
colonic adenocarcinoma and diﬀerentiate into small intesti-
nal-like cells, were grown at 37 C in Dulbecco’s Minimum
Essential Medium (DMEM) supplemented with 10% FBS,streptomycin (100 lg/ml; Sigma) and penicillin (100 U/ml;
Sigma) in a humidiﬁed 5% CO2 atmosphere. Cell invasion
assays were carried out as detailed elsewhere (Yoshida
et al., 1989), by seeding the parasites onto each well of
24-well plates containing 13-mm diameter round glass cov-
erslips coated with 1.5 · 105 HeLa cells. After 1 h incuba-
tion with parasites, the coverslips with HeLa cells were
washed in PBS, ﬁxed in methanol and stained with Giemsa,
and the number of intracellular parasites counted. For
Caco-2 cells, the following procedure was used: the cover-
slips were ﬁxed with Bouin, stained with Giemsa and dehy-
drated with acetone, diﬀerent acetone/xylol mix, and xylol.
2.2. Oral infection
Four to ﬁve week-old female Balb/c mice, bred in our
animal facility (CEDEME), were used throughout. All pro-
cedures and experiments conformed with the regulations of
the institutional Ethical Committee for animal experimen-
tation. Mice were inoculated with T. cruzi metacyclic forms
by intrafaringeal route (4 · 105 parasites per mouse), using
a plastic tube adapted to a 1-ml syringe. Starting on 13 day
post-inoculation, parasitemia was monitored twice a week
by examining, at the phase contrast microscope, 5 ll
peripheral blood samples collected from the tail.
2.3. Recovery of metacyclic forms from the mouse stomach
after oral inoculation
Balb/c mice were maintained overnight without food and
then, under anesthesia, had their stomach exposed through a
cut in the abdomen. Using a thread, the stomach was closed
at the pylorus with a knot. After sewing the abdominal cut
and following full recovery from anesthesia, the mice received
2 · 108 metacyclic trypomastigotes by intrapharingeal route.
One hour later, the abdominal cut was reopened and an addi-
tional knotwasmade at the cardiac sphincter in order to avoid
the loss of gastric content. After removal from the abdominal
cavity, the stomach was placed in a well of a 6-well plate con-
taining 1 ml of DMEM plus 20% FBS and cut open. The
supernatant was collected, avoiding as much as possible of
the solid material, and the number of parasites was counted.
It was not always possible to obtain clean trypomastigotes
and, depending on preparation, they came with more or less
gastric components, which appeared as extra bands by Pon-
ceau staining of nitrocellulose membranes containing parasite
extracts subjected to SDS–PAGE.
2.4. Immunoblotting
To analyze the expression of metacyclic trypomastigote
surface molecules, the parasite soluble extract was loaded
onto a 10% SDS–PAGE gel. The total amount of protein
in each lane was 7 lg, which corresponded to the extract
of 3 · 107 parasites. After blotting the proteins to the nitro-
cellulose membrane, and staining it with Ponceau-S to
check the proper loading of samples and their eﬀective
C. Covarrubias et al. / International Journal for Parasitology 37 (2007) 1609–1616 1611transference, the membrane was processed for reaction
with monoclonal antibodies directed to T. cruzi surface
molecules, as detailed elsewhere (Yoshida et al., 1989).
The ﬁnal reaction was revealed by chemiluminescence,
using the ECL plus Western blotting detection reagent
and Hyperﬁlm from Amersham.
2.5. Statistical analysis
The program GraphPad InStat tm (GraphPad software
V2 04a) was used to determine signiﬁcance by Student’s t-
test. P < 0.01 was considered signiﬁcant.
3. Results
3.1. Oral infection of mice with T. cruzi isolate SC results in
high parasitemia and high mortality
Metacyclic forms of the SC isolate were inoculated
orally into Balb/c mice and the course of infection was
compared with that of well characterised strains CL and
G, used here as references. The SC isolate produced high
parasitemia levels and high mortality, compared with infec-
tion by CL and G strains which resulted in lower and
subpatent parasitemias, respectively, with null mortality
(Figs. 1a and b). By day 20 post-inoculation, more than
50% of mice infected with the SC isolate were dead.
3.2. Metacyclic forms of T. cruzi isolate SC express gp90 at
high levels and have low infectivity in vitro
In oral infection with metacyclic trypomastigotes, the
ability of the parasites to invade gastric mucosal epithelium
appears to be determined by the expression of gp90 (Cortez
et al., 2006), a surface glycoprotein that functions as a
down regulator of target cell invasion (Ma´laga andFig. 1. Course of infection in mice inoculated orally with Trypanosoma cruzime
administered by oral route into Balb/c mice and the parasitemia levels (a), as w
the parasitemia levels between the groups infected with the SC isolate (n = 7)
Parasitemia was undetectable in mice infected with the G strain (n = 6).Yoshida, 2001). Low expression of g90 in the SC isolate
would explain its high infectivity in vivo. However, the
immunoblot analysis of SC isolate metacyclic forms
showed that they express gp90 at high levels (Fig. 2a)
and, compatible with this proﬁle, their infectivity of HeLa
cells was very low (Fig. 2b). Invasion by the SC isolate was
more similar to that of the low invasive G strain, which
also expresses high gp90 levels, and about four times lower
compared with the CL strain expressing low gp90 levels
(Figs. 2a and b). Expression of other glycoproteins
involved in interaction with host cells was similar in the
three parasites, namely the invasion-promoting gp82 and
the mucin-like gp35/50 molecules (Fig. 2a), which are
highly resistant to proteolytic degradation (Mortara
et al., 1992) and confer protection against the inhospitable
conditions of the gastric milieu. In addition, the SC isolate
expressed gp30, which plays a role in cell invasion in gp82-
deﬁcient strains (Cortez et al., 2003). As the SC isolate
derived from T. cruzi infection was acquired by ingestion
of sugar cane juice, we also performed experiments to
ascertain that metacyclic forms remain fully viable in that
medium. The parasites were incubated ﬁrst with sugar cane
juice for 1 h at room temperature, and then with HeLa
cells. As shown in Fig. 2c, similar rates of infection by
CL or G strains was observed, whether the parasites were
preincubated or not with the juice, and in the case of SC
isolate, apparently the infectivity increased upon incuba-
tion with sugar cane juice. Even after 3–4 h in juice, the
parasites displayed normal morphology and full motility.
3.3. Contact of SC isolate metacyclic forms with mouse
gastric juice digests gp90 molecule and increases parasite
infectivity
The discrepancy between the in vitro and in vivo infec-
tivity of the SC isolate suggested that host factors couldtacyclic trypomastigotes. Parasites of the SC isolate, CL or G strains, were
ell as the mortality rate (b), were followed up to 30 days. The diﬀerence in
and the CL strain (n = 6) at days 17 and 20 was signiﬁcant (P < 0.005).
Fig. 2. Surface proﬁle and infectivity of Trypanosoma cruzi metacyclic forms. (a) Immunoblot analysis of extracts of SC isolate, CL or G strains, using
mAbs 5E7, 3F6 and 2B10, directed to gp90, gp82/gp30 and gp35/50, respectively. Note the expression of higher levels of gp90 in the SC isolate compared
with the CL and G strains.This is not due to loading a higher quantity of parasite samples, as shown by the Ponceau-S staining on the upper part of the
panel. Molecular size markers (M) are shown on the left. (b) HeLa cells were incubated for 1 h with the indicated parasites at a parasite:cell ratio of 20:1
(SC, G) or 10:1 (CL). The number of intracellular parasites was counted in at least 500 Giemsa-stained cells. Values are means ± SD of ﬁve independent
assays performed in duplicate. The diﬀerence was signiﬁcant between the SC isolate and the CL strain (P < 0.0001), between the SC isolate and the G
strain (P < 0.01) and between the CL and G strains (P < 0.0005). (c) Assays were performed as in (b), except that the parasites were preincubated or not in
sugar cane juice before seeding into HeLa cells. Representative results of assays performed in triplicate are shown. Values are means ± SD of triplicates.
For the SC isolate, the diﬀerence between the absence and the presence of sugar cane juice was signiﬁcant (P < 0.001).
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capacity. To test that possibility, we analyzed the parasites
recovered from the mouse stomach 1 h after oral inocula-
tion, with regard to the expression of gp82 and gp90 mol-
ecules, as well as the ability to enter target cells. The gp90
molecule was undetectable in SC isolate metacyclic forms
recovered from the mouse stomach, indicating that it was
completely digested (Fig. 3a). These gp90-lacking parasites
were more infective towards HeLa cells (Fig. 3b). In con-
trast to the SC isolate, CL and G strain metacyclic forms
recovered from the mouse stomach displayed an intact
gp90 molecule (Fig. 3a) and their infectivity was unaltered
(Fig. 3b). With regard to the gp82 molecule, which is
anchored to the parasite surface through its carboxy-termi-nal portion linked to a glycosylphosphatidylinositol
anchor, the contact of SC parasites with the gastric juice
resulted in the loss of their amino-terminal portion but
the cell binding site was fully preserved (Fig. 4). The lack
of the amino terminal portion of gp82 does not aﬀect its
recognition by mAb 3F6 or its ability to bind to target cells
(Santori et al., 1996). A previous study has shown that the
susceptibility of gp82 of diﬀerent T. cruzi strains to prote-
olysis resides in the amino-terminal domain of the molecule
(Cortez et al., 2006). Our results with metacyclic forms of
SC isolate recovered from the stomach suggest a close asso-
ciation between infectivity and the expression of proteoly-
sis-susceptible gp90 and fully functional gp82. In these
experiments, the number of parasites of either SC isolate,
Fig. 3. Increased infectivity and lack of gp90 expression in metacyclic forms of Trypanosoma cruzi isolate SC recovered from the mouse stomach.
(a) Control parasites, and parasites recovered from mouse stomach 1 h after oral inoculation, were analyzed by immunoblotting using mAb 5E7 directed
to gp90. Note the complete degradation of gp90 in the SC isolate recovered from the stomach. Ponceau staining of proteins is shown on the left. (b) HeLa
cells were incubated for 1 h with controls or parasites recovered from the stomach, at a parasite:cell ratio of 20:1 (SC, G) or 10:1 (CL), and the number of
intracellular parasites was counted in at least 500 Giemsa-stained cells. Values are means ± SD of four independent assays performed in duplicate. The
diﬀerence between the control and the experimental parasites (SC isolate) was highly signiﬁcant for the SC isolate (P < 0.0001).
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ach was comparable, an indication that they all reached the
gastric milieu.3.4. Treatment of SC isolate metacyclic forms with pepsin or
interaction with gastric mucin increases host cell invasion
We checked whether the infectivity of SC isolate metacy-
clic forms was increased by treatment with pepsin at acidic
pH. Parasites were treated with 1 mg/ml pepsin at pH 3.5,
washed and then incubated with HeLa cells. The invasion
capacity of the SC isolate, but not of CL or G strains,
was signiﬁcantly increased (Fig. 5a). Among the compo-
nents of the gastric milieu, with which the parasites interact
upon oral infection, is the gastric mucin, the main compo-
nent of the mucous layer that protects the mucosa. We
have previously shown that the metacyclic stage gp82 binds
to gastric mucin (Neira et al., 2003). This constitutes the
ﬁrst step for parasite translocation through the mucous
layer towards the target epithelial cells. We determinedwhether the interaction with gastric mucin aﬀected parasite
infectivity, by performing host cell invasion assays in the
absence or presence of gastric mucin. As attempts to isolate
and use stomach mucin from mice failed, commercial
mucin from porcine stomach was employed. As shown in
Fig. 5b, higher numbers of metacyclic forms of the SC iso-
late entered HeLa cells in the presence of gastric mucin
than in its absence, whereas a mucin-induced up-regulation
of infectivity was not seen in CL or G strains.3.5. The proﬁle of SC isolate invasion is similar in HeLa and
Caco-2 cells
To test whether SC isolate metacyclic forms invade cells
of gastrointestinal origin in the same manner as HeLa cells,
experiments were also performed with Caco-2 cells. Para-
sites of the SC isolate entered Caco-2 cells at reduced rates
(Fig. 6). When recovered from the mouse stomach after
oral infection, SC isolate metacyclic trypomastigotes exhib-
ited higher infectivity (Fig. 6). This invasion proﬁle is very
Fig. 4. Digestion of an amino-terminal portion of gp82 in SC isolate metacyclic forms following transient residence in the mouse stomach. (a) Schematic
representation of Trypanosoma cruzi gp82, with the epitope for mAb 3F6 and the cell binding site. (b) Control parasites, and parasites recovered from
mouse stomach 1 h after oral inoculation, were analyzed by immunoblotting using mAb 3F6 directed to gp82 and gp30. Note the relative resistance of
gp82 and complete resistance of gp30 to degradation by gastric juice.
Fig. 5. Eﬀect of treatment with pepsin and interaction with gastric mucin on the infectivity of Trypanosoma cruzi SC isolate. (a) Metacyclic
trypomastigotes were treated or not with 1 lg/ml pepsin at acidic pH for 30 min, washed and then incubated with HeLa cells for 1 h, at a parasite:cell ratio
of 20:1 (SC, G) or 10:1 (CL). For the SC isolate, the diﬀerence between untreated and treated parasites was signiﬁcant (P < 0.001). In parallel assays,
parasites were incubated with HeLa cells for 1 h in the absence or presence of 20 mg/ml gastric mucin. The number of intracellular parasites was counted
in at least 500 Giemsa-stained cells. Values are means ± SD of three independent assays performed in duplicate. The diﬀerence between the control and the
mucin-containing samples was signiﬁcant for the SC isolate (P < 0.0005).
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the invasion rate was lower in Caco-2 cells.
4. Discussion
Our results indicate that, upon entering the mammalian
host by oral route, T. cruzi metacyclic trypomastigotes may
have their infectivity upregulated by host factors. Such an
increase in infectivity was observed in the SC isolate
derived from a patient with acute Chagas’ disease acquired
orally.Metacyclic trypomastigotes of the SC isolate which
express high levels of gp90, a surface molecule that acts
as a negative regulator of target cell invasion (Ma´laga
and Yoshida, 2001), entered host cells at reduced rates
in vitro (Figs. 2b and 6), but they were rendered highly
infective upon oral inoculation into mice and on contact
with the gastric content (Figs. 3b and 6), as a result of com-
plete digestion of gp90 (Fig. 3a). No such change in infec-
tivity was observed in CL or G strain metacyclic forms,
which express a proteolysis-resistant gp90 isoform
(Fig. 3). Unlike gp90, the cell invasion-promoting gp82 of
Fig. 6. Invasion of Trypanosoma cruzi SC isolate in Caco-2 cells. Cells
were incubated for 1 h with controls or parasites recovered from the
stomach at a parasite:cell ratio of 20:1 (SC, G) or 10:1 (CL) and the
number of intracellular parasites was counted in 200 Giemsa-stained cells.
Values are means ± SD of three independent assays performed in
triplicate. The diﬀerence between the control and the experimental
parasites was signiﬁcant for the SC isolate (P < 0.005).
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tion and fully preserved the functional domain containing
the target cell binding site. The SC isolate surface glycopro-
tein gp30, which is a Ca2+ signal-inducing molecule
involved in target cell entry of gp82-deﬁcient T. cruzi
strains, was completely resistant to proteolysis, as previ-
ously seen for several other T. cruzi strains (Cortez et al.,
2003, 2006). All these ﬁndings are consistent with the low
invasive capacity of SC isolate metacyclic forms in vitro,
as opposed to their high infectivity in vivo. What we envis-
age is that metacyclic forms of the SC isolate reach the
stomach and, once devoid of gp90 but with fully functional
gp82 and gp30, eﬃciently invade the gastric mucosal epi-
thelial cells by inducing the Ca2+ signaling required for
parasite internalization.
Another property of gp82 relevant for T. cruzi infection
by oral route, which is also preserved in metacyclic forms
of the SC isolate recovered from the stomach, is the ability
to bind to gastric mucin that resides in the carboxy-termi-
nal half of the molecule (Neira et al., 2003). Metacyclic try-
pomastigotes of gp82-deﬁcient strains, expressing low
levels of gp90 and high gp30 levels, eﬃciently enter host
cells in vitro but demonstrate low infectivity when inocu-
late orally into mice. This is because gp30, although related
to gp82, has a low binding capacity to gastric mucin
(Cortez et al., 2003). In addition, in an important step
for reaching the epithelial cells subjacent to the mucous
layer, the gp82-mediated binding of metacyclic forms to
the gastric mucin may ‘‘prepare‘‘ the parasites for eﬃcient
host cell invasion. We have found that in vitro the presence
of gastric mucin augments the infectivity of SC isolate
metacyclic forms towards target cells (Fig. 5b). One inter-
esting possibility is that the interaction with gastric mucin
induces the secretion of parasite components, such as
serine-, alanine- and praline-rich (SAP) protein for
instance, which may contribute to cell invasion. SAP
protein binds to host cells in a receptor-dependent mannerand triggers Ca2+ mobilization (Baida et al., 2006). If SAP
protein is involved, its Ca2+ signaling activity plus the signal
triggered by gp82 may render the target cells more suscep-
tible to invasion. Induced secretion of a parasite-derived
Ca2+ signaling factor, of unknown identity, has been
reported to occur upon interaction of tissue culture
trypomastigotes with host cells (Rodriguez et al., 1995;
Burleigh and Andrews, 1998; Caler et al., 2000). In the case
of the SC isolate, our hypothesis is that the parasite bind-
ing to gastric mucin, and the subsequent translocation
through it, augments the infective potential of the parasites
in a similar manner to Plasmodium sporozoites upon
migration through cells before productive infection of
hepatocytes (Mota et al., 2001). Migration of Plasmodium
sporozoites through hepatic cells induces the exocytosis
of apical organelles, and this activates the parasites for
infection (Mota et al., 2002). Toxoplasma gondii invasion
of host cells is tightly coupled to the release of proteins
stored within apical secretory granules called micronemes
(Carruthers et al., 1999). In oral infection, SC isolate meta-
cyclic trypomastigotes not only have their invasive capacity
signiﬁcantly augmented upon gp90 degradation, but might
also have their invasive potential further increased by
binding to the mucus layers.The ﬁnal encounter with target
cells completes the parasite ‘‘maturation’’ towards its full
infective capacity.
What we learn from the ﬁndings herein described is that it
is not possible to predict the outcome of in vivoT. cruzi infec-
tion from the parasite surface proﬁle or from results of
in vitro cell invasion assays, corroborating our previous
study (Cortez et al., 2006). Correlation between in vitro
and in vivo infection can be found inT. cruzi strains express-
ing gp90 resistant to proteolysis, whereas those expressing
high levels of gp90 susceptible to proteolytic degradation
exhibit an opposite behavior in vitro and in vivo.
To our knowledge, up to the present date not a single T.
cruzi isolate derived from orally infected patients has been
analyzed as regards the expression of surface molecules and
infectivity. This a unique case in which the parasite was iso-
lated from a patient suﬀering from acute clinical manifesta-
tions soon after oral infection and was analyzed for its
infective characteristics. The T. cruzi strain studied previ-
ously, which had its infectivity augmented upon transient
residence in the mouse stomach, was isolated from a
Chagasic patient who acquired the infection by blood
transfusion. The SC isolate herein described therefore
oﬀered a unique opportunity to investigate the possibility
of reproducing in mice the severe acute T. cruzi infection
found in humans, and to understand the basis of such an
exacerbated virulence in this mode of infection.
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